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CRONOGRAMA DE TEORIAS Y TRABAJOS PRACTICOS
Lic. en Biotecnologia - 2018 — Primer Cuatrimestre

HORARIO TEORIA: LUNES 18,00 — 20,00 h. (Aula 43)EVES 18,00-20,00 h (Aula 37)
HORARIOS DE T.P. DE AULA: MIERCOLES 14,00 -16,00{a del lab. de Qca. Biologica).
HORARIOS DE TP DE LABORATORIO: LUNES 15,00-18,00 h.

MARZO TEMAS

LUNES 12 INSCRIPCIONES

JUEVES 15 METABOLISMO. ENZIMAS | (BOL 1)

LUNES 19 ENZIMAS II. ENZIMAS DE OXIDOREDUCCION. (CONT. BOL 1L

MIERCOLES 21 TP AULA N° 1: Enzimas

JUEVES 22 CADENA RESPIRATORIA (BOLILLA 2)

LUNES 26 TRANSPORTE ELECTRONICO FOTOINDUCIDO (CONBOLILLA 2)
TP LAB N° 1: Estudio de la Actividad Enzimatica dela Invertasa de la

Levadura. Influencia del pH y la Temperatura.

MIERCOLES 28 Sin actividad

JUEVES 29 FERIADO (Jueves de Semana Santa)
ABRIL
LUNES 2 FERIADO (Dia del Veterano y de los CaidodaeGuerra de Malvinas)

MIERCOLES4 TP AULA N° 2: Transporte Electronico. Fosbrilacion Oxidativa.

JUEVES 5 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO. DIGESTION XBSORCION
(BOLILLA 3).

LUNES 9 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO. VIA GLICOITICA. (BOLILLA
3)

TP LAB N° 2: Transporte Electrénico Mitocondrial.

MIERCOLES11 TP AULA N° 3: Hidratos De Carbono (PARTE I)

JUEVES 12 METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. CICLDE KREBS.
(BOLILLA 4)
LUNES 16 METABOLISMO DE HIDRATOS DE ARBONO. VIA DE LAS

PENTOSAS (CONT. BOLILLA 5).
TP LAB N° 3: Efecto Pasteur

MIERCOLES 18 PRIMER PARCIAL (ENZIMAS. CADENA RESPIRATORIA)

JUEVES 19 METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. GLUGEOGENESIS
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LUNES 23

MIERCOLES 25
JUEVES 26
LUNES 30

MAYO

BIOSINTESIS DE pARBOHIDRATOS.
GLUCOGENO Y ALMIDON. (BOLILLA 5)
TP LAB N° 4: Determinacion de Acido citrico

METABOLISMO  DE

PRIMERA RECUPERACION PARCIAL 1
FOTOSINTESIS DE GLUCIDOS EN VEGETALES (€0 BOLILLA 5)

FERIADO (Puente turistico)

MIERCOLES ZIP AULA N° 4: Hidratos De Carbono (PARTE II)

JUEVES 3

LUNES 7

FERIADO PROVINCIAL

FOTOSINTESIS DE GLUCIDOS EN VEGETALES (COMOLILLA 5)

MIERCOLES 9Sin actividad

JUEVES 10
LUNES 14
MIERCOLES 16

JUEVES 17

LUNES 21
MIERCOLES 23
JUEVES 24

LUNES 28

MIERCOLES 30
JUEVES 31

JUNIO

LUNES 4

FERIADO (Dia de la UNSL)
DIGESTION Y ABSORCION DE LiPIDOS. (BOLILA 6).
SEGUNDO PARCIAL . (METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO)

DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS-CICLO DEL GLIOXILATO
(CONT BOLILLA 6).

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS 1 (BOLILLA 7)
TP AULA N° 5: Metabolismo de Lipidos.
BIOSINTESIS DE LiPIDOS (BOLILLA 7)
METABOLISMO DE AMINOACIDOS DIGESTION DE PROTEINAS-
(CONT. BOLILLA 8)
TP LAB N° 5: Metabolismo de lipidos.
PRIMERA RECUPERACION PARCIAL 2

METABOLISMO DE AMINOACIDOS (BOLILLA 8)

METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS (BOLILLA 9)

MIERCOLES 6'/ERCER PARCIAL (METABOLISMO DE LIPIDOS)

JUEVES 7

LUNES 11

MIERCOLES 13

INTERRELACIONES METABOLICAS (BOLILLA 11)
INTERRELACIONES METABOLICAS (CONT. BOLILA 10).

TP AULA N°6: metabolismo de amino&cidos y nucleddios
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JUEVES 14

LUNES 18

MIERCOLES 20

JUEVES 21

LUNES 25

MIERCOLES 27

JUEVES 28

PRIMERA RECUPERACION PARCIAL 3

CUARTO PARCIAL(METAB. DE AMINOACIDOS, NUCLEOTIDOS)
FERIADO (Paso a la Inmortalidad dehlGManuel Belgrano)
INTERRELACIONES METABOLICAS E INMUNOQUINIA

(EXPOSICION DE PROBLEMAS. SOLO ALUMNOS

PROMOCIONALES).

PRIMERA RECUPERACION PARCIAL 4 y SEGUNDA FECHA DE
RECUPERACION DE PARCALES.

RECUPERACION DE PARCIALES
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REGLAMENTO DE TRABAJOS PRACTICOS - APROBACION DE PA RCIALES

ALUMNOS REGULARES
1. Para el cursado de la asignatura el alumno détadrér aprobado los cursos de Introduccién a la
Biotecnologia y Biologia General; y regularizades loursos de Quimica de Biomoléculas y
Fisicoquimica.
2. Los alumnos conoceran, al comenzar el cuatrimdagdechas y los temas de los trabajos practicos
de aula, como asi también las fechas de las Evahexc Parciales. Todo lo mencionado sera
informado en el avisador de la asignatura. Ademeas|a presente guia se encuentra adjunto el
cronograma de actividades.
3. La fundamentacién tedrica de los trabajos prastgmdesarrollara en las clases teodricas, asi como
en la guia de trabajos précticos.
4. La bibliografia de cada uno de los temas a ddkarastara a disposicion de los alumnos en el Area
de Quimica Bioldgica y se les dara a conocer lasguencuentra para consulta en Biblioteca.
5. Los conocimientos del alumno sobre la fundameditateédrica de los Trabajos Practicos, seran
evaluados antes, durante, o al final del desardallbs mismos.
6. Cada alumno llevara un cuaderno o carpeta eneetosignara los resultados y observaciones, a la
manera de informe de los Trabajos Préacticos refdzaAl final de cada jornada el Jefe de Trabajos
Practicos podra revisar y constatar los resultatitenidos.
7. Para la aprobacion de los Trabajos Précticos wehrad deberd obtener resultados adecuados,
responder satisfactoriamente las preguntas y omesios de trabajos précticos. Para ser considerado
alumno regulaen el curso debera aprobar las Evaluaciones Resgiabgramadas y haber asistido al
menos al 60% de las clases teoricas.
8. De acuerdo a la reglamentacion vigente (Ord. N®3Ly su modificatoria Ord. N° 32/14) los
alumnos deberan aprobar el cien por ciento (1008dpsl Trabajos Practicos y de las Evaluaciones
Parciales sobre los mismos.
9. Los horarios de comienzo de los Trabajos Practestén pautados con suficiente anticipacién para
que el alumno los conozca, por lo tanto, debegatlen horario y no existira tolerancia respedasa
tardanzas. En el caso que un alumno ingrese ahjbrdtractico después del comienzo del mismo,
implicara un ausente en el cuestionario y debendperar dicho practico.
10. Por las mismas reglamentaciones, los alumnoséderdivs (2) oportunidades de recuperacion de
los Trabajos Practicos de aula, debiendo aprobarierera instancia el 75% (o su fraccion menor)
completando la aprobacion del noventa por cien®84j9en la primera recuperacion. En la segunda
recuperacion debera totalizar la aprobacién del p@ ciento (100%) de los Trabajos Practicos.
11. Para poder rendir cada evaluacion parciaklia®nos deberan tener aprobado el ciento por ciento
(100%) de los trabajos préacticos cuyos contenidasvallian en la misma. Estas evaluaciones podran

ser escritas u orales y se aprobaran c65% del puntaje total.
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12. Teniendo en cuenta la Ord. N° 32/14, para@esiderado como alumno regular se debera aprobar
el 100% de las Evaluaciones Parciales. Cada Parriarda dos (2) recuperaciones. La primera
recuperacion se llevara a cabo en no menos de 8 lde publicado el resultado del Parcial. La
segunda recuperacién se realizara al final delicuedtre. Ambas recuperaciones se aprobaran con el

75% del puntaje total.

ALUMNOS CON PROMOCION SIN EXAMEN FINAL

Este Curso de Quimica Biologica considera la plid#tnl de aprobacion por Promocion sin examen

final. Para acceder a dicha Promocioén los alumebsin:

1- En el momento de inscribirse al curso, cumplir amexigencias de correlatividades establecidas
en el plan de estudio para rendir el examen fieaésta asignatura. Las materias que deberan estar
aprobadas son: Quimica de Biomoléculas y Fisicoigaim

2- Para mantener la condicion de alumno promocioslaéd cumplir, como minimo, con la asistencia
al ochenta por cient@®0%) de las actividades tedricas programadas.

3- Aprobar los trabajos practicos de laboratorio ka @on igual exigencia que los alumnos regulares

4. Evaluaciones y recuperaciones: Se realizaranas@nes parciales de la totalidad del programa
tedrico y de Trabajos Practicos.

5. Cada evaluacion sera escrita u oral, segun lmalata del tema. Para aprobar cada evaluacion
parcial se requiere el 70% del puntaje total. déxaduaciones se calificaran con una nota, en kasc
del 1 (uno) al 10 (diez). Para aprobar se requarir@inimo de 7 (siete) puntos

6- Aprobar una evaluacién adicional, de modalidad, a@tbre el tema de Integracién Metabdlica.

7- Los alumnos que opten por la Promocidn sin exdinahtendran solo dos (2) recuperaciones para

todas las evaluaciones Parciales. Estas recupeescse

aprobaran con el 75% del puntaje total.
8- Pérdida de la promocion: en el caso de no satifacalgunas de las condiciones establecidas en
este reglamento, el alumno sera considerado regulemmple con las respectivas condiciones de

regularidad.
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NORMAS DE BIOSEGURIDAD QUE EL ALUMNO DEBERA CUMPLIR PARA TRABAJAR
EN EL LABORATORIO

Riesgo Bioldgico

La manipulacién o exposicion a los agentes bioliyy puede traer como consecuencia la
infeccidn del personal expuesto, con o sin maritesh de la enfermedad. En el hombre, el riesgo de
infeccidn es el mas significativo (por la frecueneiimportancia) y el mas antiguo de los reconacido
por los profesionales de la salud. Entre las caasalsuidas a las infecciones del personal de
laboratorio se destacan: el uso de objetos punzartes contaminados con fluidos corporales, los
derrames o salpicaduras, el trabajo con animaldabdeatorio, no tomar las adecuadas medidas de

proteccion, etc.

Reglas criticas de higiene y seguridad

Al formarse como profesional, debe tener en cuantaserie de normas, que contribuirdn a
llegar a resultados exactos, a un correcto desergeias actividades a desarrollar en un laborgtori
y al cuidado de la salud en el ambiente de trabajo.
Las normas de seguridad estan hechas para la @éotete su vida, por lo tanto, su cumplimiento es
OBLIGATORIO . A saber:
1) Los pasillos de circulacion, vias de evacuacionsrias de emergencia no deben estar obstruidas.

2) Eluso del guardapolvo y guantes de latex es obligatordentro del laboratorio. El uso de
barbijo y lentes es obligatorio en el trabajo pcéctiue lo requiera.

3) No se permitird la entrada a los laboratorios amalones cortos, chinelas o cabello largo suelto.
4) Esta terminantemente prohibido fumar, comer, eringebidas en el laboratorio.

5) Debera mantener su mesada y pileta limpias. Pyaaetada trabajo practico debe traer una
rejilla o repasador limpio.

6) Al comenzar el trabajo practico, todo el materitlbe estar limpio y seco para evitar
inexactitudes.

7) No malgaste los reactivos. No los impurifique pgetas sucias, esto perjudicara su trabajo y el
de sus comparieros. Nunca devuelva al recipientgnaliuna sustancia que se ha sacado del
mismo, pues podria contaminarla.

8) Cuando trabaje con material biolégico (sangre totalero, orina) utilice guantes, debe
considerarlo material infecto contagioso.

9) Las puntas plasticas o tips y pipetas, luego detg@ados, deberan ser descartados dentro de los
correspondientes recipientes con lavandina, paaadaacontaminacion previa al lavado final. No
los deje apoyados sobre la mesada.

10) No deberé pipetear acidos, alcalis, o cualquiedysto corrosivo o tdxico, con la boca, use una
pera o pro-pipeta. Si algun reactivo es accidemtateningerido, avise de inmediato al personal
docente.

11) Si algun liquido corrosivo toca su cuerpo, useldaha y lave la zona afectada con abundante
agua, si los afectados son los ojos uskeojos y lavelos durante 15 minutos luego solicite
primeros auxilios.

12) Todas las operaciones que desprendan gases t@xaosgitantes deberan efectuarbejo la
campana extractora sin excepcion.
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13) En caso de derrame de acidos o solventes se pracedelcar sobre el mismo un balde de arena
destinado a tal fin, ubicado en nuestro laboratemoa mesa lateral.

14) Dilucion de acidos: Cuando realice la dilucion dedgido proceda a afiadir lentamente el 4cido al
agua contenida en un vaso, agitando constantememtigiando el vaso receptdunca afadir agua
al acido (no se debe bafar el 4cido

15) Uso y Tratamiento de reactivos y soluciones quisiica

a- Al usar cualquier tipo de reactivos, asegurase @ el correcto fea bien su etiqueta.Si es
transferido a otro recipientegtilelo de nuevo.

b- Todos los reactivos deberan manejarse con a@riaaperfectamente limpio. Todos los sélidos
deberan manejarse con espatula.

c- No utilizar reactivos sin haber registrado suspjgdades en el cuaderno de laboratorio,
enterandose de los riesgos de su uso y toman@odeauciones pertinentes.

d- No manipular productos inflamables (benceno, toluem éter, etc.) en presencia de mecheros
encendidos.

e- Cuando un reactivo requiera una agitacion viggnaor inversion del recipiente, tdpelo con un
tapon de vidrio esmerilado o de gomanca lo haga con la mano

f- Al calentar una solucién y/o reactivo, hagalarecipientes adecuados para ese efecto.

g-Al calentar una solucion en un tubo de ensaye delzerse bajo el nivel del liquido y agitando
constantementéNo dirigir la boca del tubo hacia compafiero o a si mismo, pues puede progectar

h- Cualquier material caliente debe colocarse sobaeplaca resistente al calor.

i-Algunos desperdicios liquidos podran desecharsdae piletas de descarga con un rango pH
moderado de 6-8, dejando correr suficiente aguaguga muchos de ellos pueden ser corrosivos.
Soluciones alejadas de estos pH deberan prisgrpeutralizadas antes de desecharlas.

16) Todos los desperdicios sélidos y papeles, no pgitmé o contaminantes, deberan colocarse en
los botes de basura. Los residuos solidos pataégiccontaminantedeberan desecharse en los
recipientes con bolsas rojaglestinados a tal fin. El material de vidrio rotebdra descartarse en
recipientes especiales para ese efecto.

17) Con respecto al Trabajo Practico: Luego de findlizal trabajo préactico, lave el material,
enjuaguelo con agua destilada y déjelo secar.

18) Controle que todo el instrumental que utilizé (espdotometro, centrifugas, medidor de pH,
etc.) quede limpio, apagado y cubierto con su fiaidlaera necesario.

19) Las bromas en su trabajo pueden causar accidemtdas haga, trabaje con seriedad pensando
gue esta proximo a desempefiarse como profesiamal. |[Bboratoriano corra, camine.
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TRABAJOS PRACTICOS DE AULA
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 1
ENZIMAS
OBJETIVO GENERAL
» Comprender la cinética enzimatica y mecanismogglgacion.
Objetivos operacionales:
» Describir las propiedades generales de las enzimas.
» Determinar graficamente los valores de Km.

» Interpretar la accion de distintos tipos de inhiiécs sobre la actividad enzimatica.

INTRODUCCION
Las enzimas catalizan practicamente todas las iogesc biologicamente importantes. Se
encuentran entre las mas notables biomoléculasita®mdebido a su extraordinaria especificidad y a

su poder catalitico. Una reaccion catalizada paranzima se puede esquematizar:

E+S—» [ES] —» E +P

La actividad de una enzima puede determinarse nddiéa cantidad de producto formado o
de sustrato consumido, en un tiempo dado, en unela@ue contenga todos los factores y
condiciones requeridos para la reaccién. Para guketerminacién de actividad enzimatica guarde
relacién con la cantidad de enzima presente ercisolues necesario medir la velocidad inicial,
entendiéndose como aquella obtenida cuando todaviaantidad de sustrato consumido es
insignificante, en relacion con el sustrato totakente de la mezcla.

Para medir la actividad de una preparacién enziaatin solucion se utilizan distintas
expresiones:

La cantidad de enzima se indica habitualmentérédades Internacionales

Una Unidad de cualquierenzima es la cantidad que cataliza la transformacién de u

micromol (Jumol = 10°mol) de sustrato por minuto, en condiciones dediside pH y temperatura.

mol de Sustrato Transformado

Unidad de Enzima =

min

La actividad especificaindica la pureza relativa de una preparacién edizi@a y relaciona la

actividad enzimatica no ya al volumen de la muestrm al total de proteinas existentes en la misma

pumol de Sustrato Transformado/min. (Unidad de enzima)

Actividad Especifica =

mg de proteinas

-10-
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El incremento de la actividad especifica indic&lieninacién de proteinas que no poseen la
accion catalitica perseguida. La actividad espifega a ser maxima y constante cuando la enzima
en solucidn, se encuentra al estado puro.

Cuando se tiene la enzima al estado puro y se emwpeso molecular, se puede calcular su
actividad molar o nimero de recambig que corresponde al nimero de moléculas (0 males)
sustrato convertidos en producto por unidad deptiie(minuto) por una molécula (o mol) de enzima,
trabajando en condiciones de saturacion de sustmigue corresponde a la velocidad maxima en

presencia de un mol de enzima.

moles de sustrato transformado/ min
NUmero de Recambio

mol de enzima

Diversos factores modifican la actividad enzimtigaellos deben ser considerados al
momento de determinar la actividad de enzima ptesen una muestra. Entre dichos factores se
encuentranconcentracion de enzima, concentracion de sustrattemperatura, pH, concentracion
de cofactores, la presencia de inhibidores, entreros.

Si se mide la actividad de una enzima a difereopeeentraciones de sustrato, inicialmente
cuando las concentraciones de sustrato son bajagctividad aumenta rapidamente con los
incrementos en la concentracion de sustrato, paigetes mas elevados de sustrato, el incremento de
la velocidad enzimatica comienza a ser mas leatmi¢ndo a alcanzar un valor de actividad maximo,
que no es superado a pesar de que se continGenartendo la concentracién de sustrato. Este

comportamiento queda expresado en la siguientegraf

velocidad inicial

(LMY min
‘\"\

S

R [5] (uh)

Figura 1.1. Efecto de la concentracion de sustrato sobreltigkad inicial de una reaccion catalizada por una
enzima. Vo: velocidad inicial. Km: constante de Mielis-Menten. Vmax: velocidad maxima.
[S]: concentracion de sustrato. Feduchi, Blascan&o, Yarfiez. “Bioquimica. Conceptos esencialesEd.°

-11-
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Michaelis y Menten establecieron una relacion erirevelocidad de reaccion y la
concentracién de sustrato mediante una constantedla Km (constante de Michaelis Menten), y

dedujeron que la hipérbola que corresponde a laade saturacion de una enzima por su sustrato,
puede expresarse con la siguiente ecuacion:

V max. [S]

Km +[S]

Se puede definir Km como la concentracion de swstiala cual la velocidad de reaccion
alcanza un valor igual a la mitad de la velocidaikima. En condiciones definidas de medio de
reaccion, pH, temperatura, etc., el valor de Kmmpaerece fijo para cada sustrato de una misma
enzima, se expresa en unidades de concentragi@mmyte caracterizarla.

La ecuacion de Michaelis-Menten puede ser transfdamalgebraicamente en ecuaciones
equivalentes utilizables para la determinacion tmaadel valor de Km. Un ejemplo de ello es la

ecuacion de Lineweaver-Burk, que es la reciproda deuacion de Michaelis-Menten, y corresponde
a la ecuacion de una recta que no pasa por ehorige

A _ km x 1 + 1

v Vmax [S] Vmax

. K,
Pendiente = —

1
L uM/min )

i

1
\,

Figura 1.2. Representacién gréafica de la ecuacion de Linewedawek. [S]: concentracion de sustrato;
Vo: velocidad enzimatica; Km: constante de Micha®lemten; Vmax: velocidad méxima. Feduchi, Blasco,
Romero, Yéfiez. “Bioquimica. Conceptos esencialEsEd.

-12-
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Ademds, de la concentracion de sustrato, el vadopld en solucion, la temperatura, la
presencia de cofactores, etc., la actividad detagnas intracelulares puede ser regulada porsvario
mecanismos. En casi todas las vias metabdlicaseexisna 0 mas enzimas que acttan como
reguladoras que pueden aumentar o disminuir suidedi de acuerdo a sefales especificas.

Existen varios mecanismos de regulacion de lasimaes enzimaticas:
a) Los que modifican la actividad de las enzimas:

- Enzimas alostéricas

- Enzimas reguladas por modificacion covalente

- Enzimas reguladas por modificacion proteolitaa6genos

- Enzimas reguladas por compartimentalizacion celidaenzimas

b) Los que regulan la cantidad de enzima presente:

- Induccion o represion de la sintesis de enzimas.

- Degradacion proteolitica de la proteina enzimatica

- Enzimas alostéricas

A diferencia de las enzimas “michaelianas”, lasiraag alostéricas no poseen una cinética de
tipo hiperbdlica, sino que la representacion deadtividad de estas enzimas, en funcion de la
concentracién de sustrato ([S]), responde a uneacsigmoidea. Este comportamiento cinético se
debe al efecto cooperativo de las moléculas deasosesto es, cuando se unen las primeras mosécula
de S al sitio activo, hacen que cambie la confordmade la enzima y se favorezca la union de mas
moléculas de sustrato, esto hace que, en ese mmrserdispare la velocidad de reaccion hasta que se
saturan todos los sitios cataliticos y se alcamzelocidad maxima de la reaccion.

Por otro lado, en la estructura molecular de lasneas alostéricas, ademas del sitio catalitico,
existen otros sitios denominados reguladores, al@des se unen especificamente moléculas que
ejercen accion activadora o inhibidora sobre lavidetld enzimatica. Estos agentes se llaman
moduladores, modificadores o efectores alostégiqmseden actuar de modo positivo o negativo. Las
enzimas alostéricas estan constituidas por vadbensdades polipeptidicas, entre las cuales existe
algun tipo de comunicacion, que permite que cuamdmodulador positivo o negativo se une a ellas,
ocurra un cambio de conformacion que se transmites atras subunidades, de manera tal que se
favorece o impide la union del sustrato al sititivac segun se trate de un modulador positivo o

negativo, respectivamente (ver figura 1.3).

-13-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

T Tmax
1 -

w«.  Modulador (+)%

) Modulador (-)

Figura 1.3. Curvas de actividad de enzimas alostéricas endome la concentracion de sustrato ([S]). Efectos
de un modulador positivo (+) y negativo (-) sol@@cttividad de una enzima alostérica.

- Enzimas reguladas por modificacion covalente

Estas enzimas regulan su actividad por la unionstraccion de grupos unidos covalentemente
como el caso de grupos fosfatos. La enzima “glucddesforilasa’, presente en musculo e higado, se
encuentra en un estado de baja actividad llamasforflasa b, la cual es convertida en fosforilasa a
conformacioén activa, mediante la adicién de resgiwdgosfato a hidroxilos de residuos de serina. Es
decir que la actividad de estas enzimas es modubadala insercién covalente de fosfatos,

principalmente, como se muestra en el esquematigacion:

Ser-cadena Ser-cadena
lateral lateral
" o

HZC\ /CHZ

Fosforilasa B
(menos activa)

2 ATP
2P;
fosfatasa quinasa
2 ADP
2 H,0

Fosforilasa A
(mas activa)

Figura 1.4. Esquema de la modificacion covalente de la enZghedgeno fosforilasa”. Feduchi, Blasco,
Romero, Yéfiez. “Bioquimica. Conceptos esencialEsEd.
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- Enzimas reguladas por maodificacion proteoliticazimoégenos

Ciertas enzimas son producidas en las célulasigenocomo precursores inactivos llamados
zimOgenos, proenzimas o0 preenzimas. La mayorists @recursores son proteinas simples que se
convierten en enzima activa por un proceso de Istho Ejemplos de zimdgenos son algunos
componentes de los jugos digestivos, los cualeactigan al llegar a la luz intestinal. Asi, el
pepsindégeno en presencia de la acidez del estosmgonvierte en pepsina, la enzima activa; el

tripsindgeno, secretado por el pancreas, se hedrplhr la enteroquinasa a tripsina, la enzima activ

\ Lumen intestinal

tripsinogeno

’ pepsinégeno enteroquinasa/VV\Ve- 1
HCl /\/\/\A—»l - tisina
pepsina quimotripsina l elastasa

carboxipeptidasas

OLIGOPEPTIDOS (2-6)
AMINOACIDOS LIBRES

enteroquinasa  aminopeptidasa endopeptidasa

VWUV U]

Hidrélisis de los péptidos
se completa en enterocitos

dipeptidasas

tripeptidasaij “

[ prolina-dipeptidasa ]

)

Figura 1.5. Esquema del proceso de activacion zimégenos. RedBtoquimica. Conceptos esenciales”, 1° Ed.

Enzimas reguladas por compartimentalizacion celularlsoenzimas

Son diferentes formas moleculares de una mismamanzias isoenzimas tienen igual
especificidad de sustrato y diferente afinidaddesr presentan distintos valores de Km y Vmax. Un
ejemplo de isoenzimas son la hexoquinasa y la glunasa (isoenzima IV de la primera). Ambas,
utilizan como sustrato a glucosa con un Km de (WL ynl0 mM, respectivamente. La reaccion que

catalizan es la siguiente:

Glucosa + ATP ﬁ Glucosa-6-fosfato + ADPPi+
Debido a que poseen diferente estructura aminaacigor lo tanto, distinto peso molecular
(PM) ylo carga, las isoenzimas se pueden separaigdroforesis en gel. En este sentido, unagle la
mejores estudiadas es la “lactato deshidrogengs&” presenta cinco isoenzimas cada una con una
composicién aminoacidica diferente. El sustratdadmisma es el piruvato o el lactato. La reaccion

que catalizan es la siguiente:
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Piruvato + NADH ﬁ Lactato + NAD

La distribucién relativa de la actividad enzimat@dre las cinco formas es caracteristica para

cada tejido dependiendo de la funcion del mismo.

)

[ [Fr——-—-
-

o |—

T

'

(=)

Figura 1.6. Patron electroforético y composicion de cada unkasl isoenzimas de lactato deshidrogenasa
(LDH).

Inhibidores enzimaticos

Existen agentes quimicos que inhiben reversibleevérsiblemente la accion catalitica de las
enzimas.

La inhibicion reversible puede ser: Competitivay Gompetitiva.

Los inhibidores competitivos aumentan el valor de Km, pero no modifican la Vréxla
enzima. El inhibidor presenta similitud estructwah el sustrato y ambos compiten por el sitiovacti
de la enzima.

Los inhibidores no competitivos son compuestos que se unen a la enzima en un lugar
diferente al sitio activo y provocan una disminucite la Vmax sin modificar Km.

Estas inhibiciones se pueden representar gréafit@nsebre la curva de Vi en funcién

(S) y su inversa, la ecuacién de Lineweaver-Burk.

-16-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

PROBLEMAS DE APLICACION

1) Un investigador descubre y purifica una enzimavaugenerando la siguiente tabla de

purificacion:
Procedimiento Proteina total (mg) | Actividad (Unidades)
Extracto crudo 20.000 4.000.000
Precipitacion (sal) 5.000 3.000.000
Precipitacion (pH) 4.000 1.000.000
Cromatografia de intercambio 16nico 200 800.000
Cromatografia de tamaiio 45 675.000

a) De la informacion dada en la tabla calcularcctavalad especifica de la solucion enzimética déspu
de cada procedimiento de purificacion.

b) ¢ Cuél de los procedimientos de purificaciérizatilos con esta enzima es el mas efectivo (es, decir
produce el maximo incremento en pureza)?

¢) ¢ Cudl de los procedimientos de purificacionl @esemos efectivo?

2) La anhidrasa carbdnica (AC) presente en los ghdbrojos, se halla entre las enzimas conocidas
mas activas. Posee un PM de 30.000 y catalizadtathcidn reversible del GOreaccidn importante

en el transporte del G@esde los tejidos hasta los pulmones.

AC
H,0 + CO, — > CO,H,

Si 10ug de anhidrasa carbénica pura catalizan la hidéatate 0.30 g de C{en 1 minuto a 39C, en

las condiciones Optimas, calculese el nUmero dambo de la enzima.

3) La enzima aspartato transcarbamilasa catalizaritaepa reaccion propia de la biosintesis de
pirimidina:

Carbamil-fosfato + L-aspartico ﬁ Carbamil-aspartico + fosta
En un estudio cinético sobre esta enzima aisladi. dmli utilizando aspartico como sustrato, en

presencia de CTP 0,5 M y en ausencia del mismohtesvieron los siguientes datos:

Aspértico v (unidades arbitrarias)
(Molar) Ausencia de CTP CTP 05M
1x10% 0,45 0,20
2x10°° 0,80 0,40
3x1073 1,70 0,70
4x1073 2,90 1,00
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5x 1073 3,40 1,40
7 x 107 4,30 2,40
9x10° 5,10 3,70
10x 103 5,30 4,20
12 x 103 5,60 4,80
15x 1073 5,80 5,50
16 x 103 5,80 5,60
17 x 1033 5,80 5,60

a) Sin utilizar ninguna representacién graficanessie el valor de Km.

b) Calcule este parametro utilizando la ecuaciémMishaelis Menten. ¢ Existe alguna discrepancia

entre estas dos determinaciones? Justificar.

¢) ¢ Qué efecto ejerce el CTP sobre el sistema atizo? Justifiquelo graficando.

4) En la siguiente grafica se representa la activetaimatica de las isoenzimas E1 y E2. De acuerdo

a la misma responda:

a) ¢ Cual de las dos isoenzimas poseen mayor afipwoteel sustrato?

b) ¢ Cual de las dos isoenzimas alcanza la Vmaxurcamenor concentracion de sustrato?

o

2

£

o

L

2 |

:"(_ I E2

1 e e i e
3 5 1+IJ 15 20

Km E2 Km E1 Concenfracion de sustrato

5) Una enzima que cataliza la reacc 5—>PF e ensaya con las siguientes concentraciones de

sustrato, indicandose también las velocidadesaiesi

Concentracion inicial de [S]. Molar Velocidad inicial (punol / 1 min)
1x10% 75.0
1x10* 74.9
1x104 60.0
7.5x107° 56.25
6.26 x 108 15.0
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a) Determinar la Km de la enzima y la Vmax gue sedgn conseguir con la concentracion de la
enzima utilizada.

b) ¢ Cudl seré la velocidad inicial con concentragsode sustrato tales como: 2,5 ¥ Mo 5,0 x 16

M?

c) ¢Cual seria la velocidad inicial con una comeendn inicial de[S 10* si se duplica la

concentracion de enzima?

6) La glucégeno fosforilasa es una enzima que regulactvidad por modificacion covalente de su
molécula. Esta enzima actta sobre el glucégenaalio® unidades de glucosa 1-fosfato. Cuando la
glucogeno fosforilasa esta fosforilada es activesf(frilasa a) y cuando se defosforila es inactiva
(fosforilasa b). Considerando este concepto, irelgueé le ocurriria a la enzima en presencia de:

a) Fosforilasa quinasa y ATP

b) Fosforilasa fosfatasa

¢) Qué otra enzima del metabolismo del glucégeneesia afectada y de qué manera, cuando actian

aob.

GUIA DE ESTUDIO

Enzimas
Clasificacion. Cofactores enzimaticos.
Unidad de Enzima, Actividad Especifica e indiceCaenbio.
Ecuacion de Michaelis Menten: Determinacion grafiedKm y Vmax:
- ¢En qué condiciones se alcanza Vmax. en una reagcimatica?
- ¢, Qué importancia tiene la determinacion del Kmrmeenzima?
Ecuacion de Lineweaver-Burk. Determinacion de Kamnyax.
Definicion de Km. Su importancia. ¢ Qué factores ificah su valor?
Efecto del pH sobre la Actividad Enzimatic
Efecto de la temperatura sobre las reaesienzimaticas.
Inhibicién competitiva y no competitiva.
Representacion grafica de Lineweaver-Burk: difeigenentre un inhibidor competitivo y no
competitivo:
Complejos que se forman en presencia de un inhib@opetitivo y no competitivo.
¢ Qué modificaciones presenta la pendiente y lassetciones en cada tipo de inhibicion?
- ¢ Qué pardmetros se modifican cuando acttan lospdesde inhibidores?
Isoenzimas
Propiedades, composicion, Km, separacion electtiéa.

Regulacion metabdlica

1- Enzimas alostéricas

- ¢ Qué entiende por retroinhibicién?

- ¢ Qué propiedades tiene una enzima alostérica?

- ¢ Cudl es el comportamiento de la enzima alostgoée a concentraciones crecientes de sustrato?
- ¢Do6nde se une el modulador o efector y como seficmth actividad enzimatica?

2- Modulacion covalente

- ¢ Como se realiza el proceso de regulacion cov&lente

- Ejemplifique con la enzima fosforilasa.
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Zimodgenos:

- ¢Son enzimas activas?

- ¢La activacién de los zimdgenos es irreversiblgftifixe por qué.
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 2:
TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL. FOSFORILACION  OXIDATIVA

OBJETIVOS
- Describir el transporte de electrones a través ckptares que experimentan cambios
reversibles en su estado redox.
- Comprender y explicar los mecanismos de transfaimade energia redox en energia
guimica en forma de ATP: fosforilacion oxidativa.

- Interpretar la accion de inhibidores y desacopkastidre el transporte electronico.

INTRODUCCION

En los organismos aeroObicos, las oxidaciones dearstias provistas por los alimentos
constituyen la principal fuente de energia utiliegiara efectuar trabajo (sintesis quimicas, t@tsp
activo a través de membranas, locomocion, etc.).

En los organismos vivos, cominmente las oxidaciowese realizan por transferencia directa al
oxigeno de los electrones provenientes de losatosirsino que se efectlan en etapas sucesivas a
través de distintos aceptores de electrones dex@atale reduccion creciente. De esta manera, la
energia es liberada en forma fraccionada y puadsptada y utilizada por las células.

Los aceptores de equivalentes de reduccién antesion@ados forman complejos con enzimas
que catalizan la transferencia deyese encuentran ubicados en la membrana inteitagaondrial,
ordenados en un gradiente de potencial de reduccémniente. Este conjunto de complejos recibe el
nombre decadena respiratoriao cadena de transporte electrénico

En las primeras etapas, del transporte electrés&dransfieren juntos dos protones y dos
electrones del par de hidrégenos cedidos por umasoioxidado. Luego los protones quedan en el
medio y solo los electrones contindan su pasajendaceptor a otro hasta el aceptor final que es el
oxigeno.

En la matriz mitocondrial se encuentran las enzideshidrogenasas ligadas a NAD que oxidan
sus sustratos generando NADH +, Hbs equivalentes de reducciéon (H 3 son cedidos por la
coenzima a la cadena respiratoria, ésta Ultimarata por los siguientes componentes (figura 4.1 y
4.2).

a) NADH-ubiquinona reductasgcomplejo 1): contiene flavina mononucleétido (FMNS a 8 centros
ferrosulfurados. Los equivalentes de reduccion ABMN son captados por la coenzima FMN que se
convierte en FMNK a continuacién, pasan sucesivamente por Iggomos de Fé* de los centros
Fe-S, que captan reversiblemertd_aego los Hy € son cedidos a la coenzima Q. Durante el pasaje
de los electrones, se reoxidan el FMNHIos atomos de hierro de las proteinas Fes8 reduce la
CoQ a CoQH

-21-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

b) Succinato-ubiquinona reductas@omplejo 11): Este complejo utiliza como coenzirflavina
adenina dinuclettido (FAD) y posee 3 centros Fd&R8cibe dos equivalentes de reduccion del
succinato y los trasfiere a la Coenzima Q.

¢) Coenzima Q o ubiquinon&ste es el Unico aceptor del sistema de traresp@ttronico no unido a
proteinas. Su larga cadena isoprenoide hidrofabgelrmite alojarse en la bicapa lipidica de la
membrana y actuar en ella como un portador méviedd&ecibe equivalentes de reduccion que
proceden tanto de sustratos oxidados por enzimasndentes de NAD vy transferidos a través del
complejo NADH-ubiquinona reductasa, como tambiénsdstratos oxidados por enzimas ligadas a
FAD. La CoQH cede dos @l complejo ubiquinona-citocromo reductasa y dejs grotones libres en

el medio.

d) Ubiguinona-citocromo ¢ reductagaomplejo Ill): contiene los citocromossby bsez, €1 y un centro
Fe-S. Los citocromos son hemoproteinas en las sw@ld-e del hemo capta reversiblemente un
electrén. Desde la ubiquinona-citocromo reductasakon transferidos al citocromo c.

e) Citocromo c: es una hemoproteina ubicada sobre la cara extddola membrana interna
mitocondrial y entrega electrones al complejo citow oxidasa. Es el inico componente de la cadena
que ha sido aislado.

f) Citocromo oxidasgcomplejo 1V): posee dos citocromos (a3 » dos atomos de Cu. Transfiere
electrones al © Una molécula de oxigeno capta ‘4yese activa, uniéndose a #lgara dar dos
moléculas de bD.

En la etapa final de la cadena respiratoria, un@cnta de oxigeno es reducida totalmente por ke
reduccion parcial da lugar a la formacion de amsidgperéxido (@) o peréxido de hidrogeno ¢B»),

los cuales son toxicos. La interaccion entee YOH,O, forma radicales hidroxilo (HQ altamente
activos. Los niveles de 2B, y radicales libres se mantienen muy bajos en dfidos gracias a
sistemas de defensa: enzimas camperéxido dismutasaatalasay peroxidasagla primera cataliza

la eliminacion de @ y las deméas de &,). Ademas de sistemas enzimaticos existen sussancia

antioxidantes como el tocoferol o vitamina E ydasotenos (provitamina A).
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Complejo II Complejo Il Complejo IV
Succinato-ubiquinona Ubiquinona-citocromo Citocromo ¢
reductasa ¢ reductasa oxidasa
H* H* citocromo ¢ H*
ESPACIO
INTERMEMBRANAL
Membrana\":-_:.':- 5 L
interna .
L o
NADH MATRIZ
H0
Succinato
2H*+% 0,

Figura 2.1 Transporte de electrones a lo largo de la cadenagprtadora de electron&xtraida de Feduchi,
Blasco, Romero, Yéafiez. “Bioquimica. Conceptos dates’.
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Figura 2.2. Esquema de los componentes de la cadena dedrmstectrénico mitocondrial.
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Fosforilacion oxidativa

Una de las funciones principales de las mitocosdda la de transformar la energia de Oxido-
reduccion que se obtiene al degradar los alimeatoenergia quimica de enlaces de anhidrido de deid
ATP. La sintesis de ATP mitocondrial se realizangipalmente, en condiciones aerdbicas, durante la
oxidacion completa de carbohidratos, acidos grasasminoacidos. Los restos carbonados de estos
compuestos ingresan al ciclo de Krebs, principatemecomo Acetil-CoA y también como otros
intermediarios, los cuales al ser oxidados hasta C®,0, producen a través de deshidrogenasas,
equivalentes de reduccién (hidrégenos y electrames)son transportados a través de la cadenaatesar
hasta el oxigeno molecular, para formar agua.

La fosforilacién oxidativaes el proceso en el cual se utiliza la energixditla durante el trasporte
electrénico para la sintesis de ATP. La hipotesisngpsmotica explica el mecanismo mediante el cual
ocurre este proceso (figura 4.3): la energia ratExransporte electrénico se utiliza para exputéaal
exterior de la matriz mitocondrial, formandose wadiente de concentracion y eléctrico. Cuando lbs H
retornan a la matriz mitocondrial, solamente lodmrehacer a través de la fraccion Fo del compl&jéd-
(ATP sintasa debido a que la membramatocondrial interna es impermeable a estos ioDes. protones
ingresan a través de la proteina Fo que proveeaumal @nico a través de la bicapa lipidica y ajdiea la

fraccion F1, se activa la ATP sintasa catalizarmdsiihtesis de ATP a partir de ADP y fosfato inoiggn

(Pi).

Figura 2.3. Estructura de la ATP Sintasa, del translocaddP/ADP y el simporter Pi/H Feduchi, Blasco,
Romero, Yéafez. “Bioquimica. Conceptos esenciales”.

Relacion fésforo/oxigeno (P/O)

La relacién P/O se refiere al nUmero de molécuadAd@P sintetizadas por moléculas de oxigeno
consumido.

Esta relacion surge a partir de experimentos eguates se media el consumo de oxigeno y fésforo
inorganico (Pi) por parte de mitocondrias en preisetie diferentes sustratos oxidables.

Cuando los sustratos utilizados son oxidados psinideogenasas NAD dependientes (ej.: malato), se
estim6 que la relacion entre moléculas de fosfaitognos consumidos (P/O) es igual a tres. Estaanidi
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gue, por cada par de hidrogenos o electrones ¢riche$ a lo largo de la cadena de transporte de
electrones, se unen res moléculas de Pi a treDfe Bn otras palabras, el flujo de un par de alaes
permitiria la sintesis de tres moléculas de ATP.

Cuando se utilizaban sustratos oxidables por dexjgdasas flavina dependientes (ej.: succinato), la
relacion P/O era igual a dos. La produccion de A€Ha de dos moléculas por cada par de electrones
transferidos.

Estas observaciones indicaban que uno de los slgoproduccion de ATP estaba asociado a la
NADH-ubiguinona reductasa, pues cuando los equitedede reduccion ingresaban por otra via

(FAD — CoQ), el rendimiento eramor en un ATP.

Inhibidores del transporte electronico y/o de la sitesis de ATP

Algunos agentes actuan inhibiendo la transfereteialectrones y, consecuentemente impidiendo la

sintesis de ATP.

Compuesto Comentario Modo de Accién
Rotenona Insecticida . . -
) o Impiden la transferencia electronica
Amital rbitdrico: induce el sue

desde Fe-S a la CoQ

Bloguea la transferencia electrénica
desde cit. b a cit

Antimicina A Antibidtico

Cianuro

, Inhiben la citocromo oxidasa
Mondxido de carbor

Otros inhibidores bloquean directamente la fosdordn, pero al estar el sistema fuertemente

acoplado, la oxidacion también se bloquea.

Compuesto Comentario Modo de accién

Bloguea el flujo de protones a través de la
subunidad kde la ATP sintasa

Oligomicina Antibiotico

Desacoplantes

Son compuestos que desconectan el acoplamientexjsie entre el transporte electronico y la
fosforilacion oxidativa, impidiendo la sintesis @8 P, sin inhibir el flujo de electrones hacia e}. O
Ejemplo: 2,4-dinitrofenol y dicumarol.

Estos agentes son sustandipssolubles que disminuyen el gradiente de protones formadoepo
transporte electrénico, haciendo ingresar protariagmatriz mitocondrial a través de la membrateria,
comportandose como ionéforos de protones disipnfierza motriz - proténica y de esta manera ihib
la sintesis de ATP.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1)- El consumo de ©&¥ue medido en tres vasos de Warburg que contémfgiguiente:

VASO A VASO B VASO C
Mitocondrias de higado de rata idem A idemAyB
21 umoles dea-cetoglutarato | + Hexoquinasa de levadura + 2,4-dinitrofenol
30pumoles de fosfato + 3Bmoles de glucosa
ADP, citocromo c y MgS®

Se graficaron las siguientes curvas con los refgtandicados. Explique las diferentes gréaficas.

Consumo de O, H
(mm’)
C
150
B
100
A
50
5 10 15 20 tiempo (nun)

2)- Un laboratorio farmacéutico envia muestras deimlubidores (A y B) para caracterizarlos como

posibles antibioticos. Utilizando una preparaci@nditocondrias de higado incubada con piruvato,

O, ADP y Pi se observo lo siguiente:

Agregando a la preparacion Inhibidor A se bloque#ramsporte de electrones y la fosforilacion

oxidativa.

Una vez producida la inhibicion se agrega a la taezicinhibidor B y se observo que se restablecia e

transporte electrénico, pero no la fosforilaciédaxiva.

a) ¢ Como clasificaria estos inhibidores teniendo emtzusu modo de accion en el transporte

de electrones y la fosforilacion oxidativa?

b) Nombre inhibidores conocidos que podrian actuamitino modo.
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3) Cuatro transportadores: a, b, ¢ y d, cuyas forredscidas y oxidadas pueden ser distinguidas
espectrofotométricamente, se requieren para laraegm en un sistema de transporte de electrones
bacteriano. En presencia de sustrato y oxigens,imtgbidores diferentes bloquean la respiracién,
obteniéndose los patrones de los estados de odidguaie aparecen en la Tabla. ¢ Cuél es el orden de
los transportadores en la cadena desde los ssstrasta el oxigeno? Considerar que los inhibidores
son agregados de manera independiente.

Tabla: Efecto de los inhibidores sobre los nivalesoxidacion de los transportadores en una via

hipotética de transporte de electrones (+ y - emditas formas totalmente oxidadas y reducidas,
respectivamente).

Inhibidor a b c d
1 + + - +
2 - - - +
3 + - - +

4)- El grafico muestra el trazado obtenido en un @f@yal incubar particulas submitocondriales a

30°C y a pH 7,5. Caracterice cada uno de los costpsiagregados (B, C, E, F, G, H). Justifique
brevemente el efecto de cada compuesto sobredeidati de consumo de.O

B: ADP + Pi u Oligomicina
C: Rotenona o Antimicina
H: CN o Amital

F: Malonato o Succinato
G: Malonato o Succinato
E: 2,4-DNF u Oligomicina

Concentracion

de O2

Ve D: Succinato

E

tiempo
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5) Considerando el translocador mitocondrial ADP-AYRel simporter Pi-H. Explique como la
actividad de estos dos transportadores afectanadiegite electroquimico a través de la membrana

mitocondrial.

GUIA DE ESTUDIO
Transporte electronico. Fosforilacion oxidativa.

Localizacion de las enzimas. Deshidrogenasas mpéidependientes y flavina-dependientes, ubiquinona,
citocromos. Clases de enzimas y transportadoreapleos.

. ¢Como estan ubicados respecto al valor de sagakale reduccidn? ¢A qué nivel de la cadena actta
los inhibidores? ¢En qué estado redox (oxidadalocido) se encuentran los intermediarios cuando
actuan los inhibidores?

Centros de conservacion de la energia para la fosflacion.

¢ Donde estan ubicados los centros proveedorexdgi@para la fosforilacion?

Accidn de inhibidores y desacoplantes

¢,COmo actuan las sustancias desacoplantes, lb&lores del transporte y los ionéforos? Ejemplos
de cada uno de ellos.

. En presencia de un desacoplante ¢qué ocueBfecto a: la concentracion de Pi, la velocidad de
oxidacion, transporte de electrones, producciooatier, concentracion de ADP mitocondrial, relacion
P/O?

. Cuando un sustrato es oxidado por una deshidasgeque posee FAD como grupo prostético
¢COmo es la relaciébn P/O en ausencia de inhibiderepresencia de cada uno de los inhibidores
conocidos por separado o en presencia de desamxian

¢ Qué ocurriria si en el caso anterior el susiatoxidado por una deshidrogenasa que posee NAD
como coenzima?

Fosforilacion oxidativa. Hipdtesis quimiosmotica.
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TRABAJO PRACTICO N°3
METABOLISMO. METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. PARTE I

OBJETIVOS
e Comprender los procesos de catabolismo y anabalismo
» Conocer las reacciones enziméticas, los mecanidmosgulacion y la funcion energética de
la via glicolitica.

e Comprender los procesos de fermentacion.

El metabolismoes el conjunto de todas las reacciones quimicasiepen lugar en las células y
tejidos de los seres vivientes. Se suele usar mhirté de Metabolismo Intermedio a las
transformaciones que ocurren dentro de la célwda.reacciones del proceso de digestion, previo a la
absorcion de sustancias en el tracto gastroinédssion consideradas reacciones pre-metabdlicas.

Se conoce como catabolismo a la fase de degradewsitancual las moléculas organicas nutrientes se
convierten en productos mas pequefios y sencilbagsante el catabolismo se prodwaeergia libre,
parte de la cual se conserva como ATP. Es un prapestiene naturaleza oxidativa en donde el NAD
es el principal agente de transferencia de equitede de reduccion. En general son rutas
convergentes, donde a partir de distintos nutrieste genera un intermediario comdn que termina
oxidandose por completo. Por ejempilo:

Carbohidratos
Acidos grasos Acetil-CoA — Ciclo de Krebs — CO2 + H20 + ATP

Aminoicidos

— "N
El anabolismo es la fase de biosintesis, en doretigsores sencillos y pequefios se integran
a moléculas mas grandes: un ejemplo es la obterdgopolisacaridos a partir de glucosa. Son
procesos o transformaciones endergénicas queantifbd P y liberan ADP + Pi.
Este hecho pone en evidencia el equilibrio dindrgio® existe entre anabolismo y catabolismo.

A lo largo del dia oscilamos entre dos periodos:
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\ . Anabolismo: periodo de “riqueza™ se almacena

" glucosa como glucogeno y almidon; acidos grasos
como triglicéridos y lipidos complejos.

» Catabolismo: periodo de movilizacion. Degradacion
de las reservas. Ejemplo: via glicolitica y cicle d
Krebs (oxidacion de la glucosa).

Las rutas metabdlicas a veces $iopales en ellas el sustrato inicial por accién de diasn

enzimas se convierte, en reacciones subsiguiarias) producto final.

E; E: E:
A s B pC = D

También existen rutas metabolicesnificadas, donde a partir de un sustrato se pueden

obtener dos 0 mas productos finales:

C » D
A . B _<
E F
Otra clase de ruta metabdlica son las rutas c&lande uno de los componentes iniciales se

regenera. Un ejemplo clasico de esta clase deestakCiclo de Krebs.

Regulacion metabdlica

Las rutas metabdlicas estan reguladas a tres sivele

1) La forma de regulacion méas inmediata es a travdasgmzimas alostéricasque pueden cambiar
la actividad catalitica en respuesta a moduladesgsnuladores o inhibidores).

2) En organismos superiores, lasrmonas coordinan las actividades metabdlicas de diferentes
tejidos.

3) Las células son capaces de regulacdatidad de distintasenzimas modificando el equilibrio

entre la velocidad de sintesis y degradacion deédma.

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

Los hidratos de carbono susceptibles de ser dedpadaor los microorganismos, plantas y
animales, son numerosos y variados. Ennhisroorganismos el almidon y la celulosa no pueden
penetrar en la célula y son escindidos por exoawinenzimas hidroliticas excretadas por los
microorganismos al medio. En lesrtebrados los hidratos de carbono mas frecuentemente ohagri

con la dieta son glucégeno, almidén, sacarosaydacglucosa y fructosa.
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En los vertebrados, el proceso de digestiéon depddisacaridos comienza en la boca por
accién de amilasa salival o ptialina, una endoeazique actla hidrolizando las unioned,4-
glicosidicas, separando restos de maltosa. Unajwezl bolo alimenticio llega al estémago, el pH
acido del mismo inactiva la enzima, por lo que stiéa es muy breve. Por accion del jugo gastrico
que segrega el estdbmago, el bolo alimenticio sesfivana en quimo (liquido espeso y &cido), que al
por el sistema digestivo, llega al duodeno. A tsasél conducto pancreatico, la amilasa pancreatica
alcanza la luz del intestino y alli hidroliza lasanesa-1,4-glicosidicas de los polisacaridos, que son
digeridos completamente en presencia delg-glucosidasa. Los productos finales de la mtztt/ de
estas enzimas son maltosas, maltotriosas y dextiimées, las cuales son hidrolizadas hasta gaucos
libre por accion de enzimas del borde en cepilldadmucosa intestinal. Por ejemplo, la isomaltasa
cataliza la hidrdlisis de unionesl,6 de la dextrina limite y-1,4-en maltosa. Sobre los disacaridos

actlan disacaridasas: maltasa, sacarasa, lactasa.

maliosa
Maltosa + H2O0 ————— D-glucoza + D-glucosa

Lactosa + Hzo _lectase » D-glucosa +  D-galactosa

Sacarosa + HEDM D-ghicosa +  D-fructosa

Los unicos hidratos de carbono que pueden serkatiesrpor las células de la mucosa intestinal son
los monosacéridos. La glucosa y la galactosa cdmmpagl mismo sistema de transporte en la
membrana del borde en cepillo. Este sistema eada®GLT1, un transportador activo secundario
dependiente de NakEl sistema es impulsado por el gradiente dedde@ado por la NaK*- ATPasa

situada en la membrana basolateral de los entesocit

VIA GLICOLITICA

La glucosa es el principal combustible de la mayamnte de los organismos. Este compuesto
tiene la propiedad de ser muy rico en energia yi@ser movilizado rdpidamente desde las reservas
cuando el organismo sufre demandas de energia.

La via glicolitica o glucdlisis es la ruta prindikel catabolismo de la glucosa, y se lleva a
cabo no solamente en plantas y animales, sino émén muchos microorganismos. Como los
organismos vivos surgieron inicialmente en una afer@ que carecia de.Qa degradacion
anaerobica de la glucosa es el tipo de mecanisohdgiiio mas antiguo para obtener energia. Algunas
levaduras, microorganismos anaerébicos, célulasaueen mitocondrias (como los eritrocitos) y el
musculo en contraccion durante ejercicio intenspedden totalmente de esta via para obtener

energia.
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Durante la via glicolitica o Via de Embden- Meydnmoa molécula de glucosa, que posee seis
atomos de carbono, se degrada enzimaticamenteés i@ una secuencia de reacciones para dar dos
moléculas de piruvato, que poseen tres atomos dmrea cada una. Durante esta secuencia de
reacciones gran parte de la energia liberada seoanen forma de ATP. La secuencia de reacciones
se ha conservado y son similares en vertebradasjueas y vegetales, soélo difiere de una especie a
otra en algun detalle de regulacion y el destirgigrr del piruvato.

La glucdlisis se produce ena@toplasma celular.Las cinco primeras reacciones constituyen
la fase preparatoria, donde se fosforila la glucosa y se incorporaa éa las cadenas carbonadas de
otros monosacaridos. Enflese de generacion de energie producen etapas de oxidorreduccion y se
conserva la energia en forma de ATP.

Todos los intermediarios estan fosforilados y pamsiguiente ionizados a pH 7 lo que les
confiere carga negativa. Como las membranas ce&ilaon generalmente impermeables a las
moléculas que poseen una carga eléctrica, logriatiarios glicoliticos no pueden salir de la célula
La glucosa puede ingresar a la célula, y el lagtabpiruvato pueden salir de ella, solamente perq
en la membrana celular existen sistemas de tramspepecificos que permiten estos pasajes. Los
grupos fosfatos son compuestos esenciales en kem@tion de la energia metabdlica, ya que en
altimo término son transferidos al ADP para dar AdBemas estos grupos quimicos sirven de unién
para el acoplamiento adecuado de los intermedigtiosliticos a los sitios activos de las enzimas
correspondientes.

Una caracteristica importante de casi todas lasnaszde la via glicolitica es que requieren

magnesio (M¢f) para ejercer su actividad.
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Pi i ADP 0 a H—°C—OH
HC—OH
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ADP
Fructosa-1-P Fructosa-1,6-bisfosfato
Fructosa-P
Aldolasa Aldolasa
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Gliceraldehido-3-fosfato Fosfato de NADH+H* NAD* L-a-Glicerofosfatol
2 Pi . dihidroxiacetona
2 NAD
@(fraldehido fosfato deshidrogenasa
2 NADH+H"
o— ‘CfO*PO;
H— (‘3—OH 1,3bisfosfoglicerato
CH,0-PO;”
2 ADP.
)| Fosfoglicerato quinasa
2 AT M g+z
‘C 00~
H— C—OH 3-fosfoglicerato
CH,0-PO;”
Fosfoglicerato mutasa
00~
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CHOH
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CH,
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D Piruvato quinasa
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coo- 2 NAD u
HO—Cc—H H—C= CHOH
Lactato deshidrogenasa ‘ Alcohol deshidrogenasa ‘ o
CH, CH, CH,
L-Lactato Acetaldehido Etanol

Figura 3.1.Esquema de la via glicolitica y de los procesofeaentacion de piruvato en condiciones anaerdbicas
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Tres son las rutas importantes que puede sequiitugbto después de la glucdlisis:

En aerobiosisel piruvato producido en la glicélisis, ingresalasm mitocondrias siendo oxidado
alli en una primera instancia a acetil-CoA, y fimahte a C@y H.O.

En anaerobiosis(ausencia de oxigeno) el piruvato puede ser redugithctato o etanol, de

acuerdo al tipo celular, mediante procesos cons@togeneral comermentaciones

Condiciones Condiciones Condiciones
anaerébicas aerobicas anaerobicas

Piruvato ' Lactato
descarboxilasa deshidrogenasa

2 Etanol+2CO, h ﬁ 2 Lactato

Alcohol
Fermentacion deshidrogenasa Bl ato Fermentacion lactica
alcohédlica en deshidrogenasa (Muscu.lo en lconir’ac.cién.
levaduras bacterias 4cido lacticas)

2c0,

2 Acetil CoA

Animales, plantas y algunos
microorganismos en condiciones aerébicas

Fig. 3.2.Destinos metabdlicos del piruvato. Modificado deBdduchi, Blasco, Romero, Yafiez.
“Bioquimica. Conceptos esenciales”. 1° Edicion.

Rutas de “alimentacion” que conducen desde glucogety otros carbohidratos a la via glicolitica

Ademas de la glucosa, muchos carbohidratos sepio@r en ultimo término a la secuencia
glicolitica para experimentar degradacion que riemergia. Entre ellos podemos mencionar: fructosa,
galactosa, trehalosa y manosa (monosacaridos)l&areorporacion de estos monosacaridos a la via
glicolitica, intervienen diferentes enzimas quedefinitiva catalizan reacciones en las que se faorma
intermediarios de esta via metabolica (ver figu).3

-36-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018

Licenciatura en Biotecnologia

CH.0H
Trealoza Lactosa HO A 0 H
trehalasa L lactasa OH H
- H
CH,0H H.0  Glurdgeno, almidon Glucogeno H
0 distario endogeno 5
H g e-amilasa -galactosa
P, ” ¥
OH H !
Sacarosa HO OH sforilasa UDP-galactosa
hexcgquinasa i
H OH Glucosa-1-fosfato UDP-glucosa
sacarasafs_ 4 D-glucosa CH.OH
ATP 2
fosfoglucomutasa o 0, o
[—IOCH CH.OH
OH HO
H H
H HO Glucosa-6-fosfato
hexoquinasa
ATP D-manosa
D fructosa :\Tﬁ//hexoqujuaia
: l'P Manosa-6-fosfato
) fructaqm.uasa Fructosa-6-fosfato o _——
Fructosa-1-fosfate fosfomanoss
T lsoInerasa
J\ fosfato
ldol
- — a-sa_\ F:'ac?.crsa-l.ﬁ-
L 4 bisfosfato
Ghiceraldzhido Dhihidroxiacetona-fosfato
| tripsa | triosa
ATP quinasa \iiomem';a
\ i > Gliceraldehido-3-fosfato

Figura 3.3.Esquema de la incorporacion de distintos monos#wsa la via glicolitica. Modificado desde
Nelson & Cox, “Lehninger. Principios de Bioquimic&®° Edicion.

Puntos de regulacion de la via glicolitica

Como en todas las rutas metabdlicas, la velocigaa &ia glicolitica esta sujeta a control, el
cual se realiza en tres etapas en las que estéindadgs reacciones quimicas irreversibles:

1° Punto de Control a nivel de la hexoquinasa. La actividad de lareazs regulada por la
concentracion de su principal producto, la glud®sasfato, el cual inhibe su actividad.

2° Punto de Controt a nivel de la fosfofructoquinada cual es una enzima alostérica, por lo
tanto, su actividad es regulada por varios efestdbel actividad es incrementada por ADP, AMP,
fructosa 2,6-bisfosfato y es inhibida por ATP, NADdirato y acidos grasos de cadena larga. Este es
el principal punto de control de la via glicolitica

3° Punto de Control: a nivel de la piruvato quinasa. Esta enzima actiaaor fructosa-1,6-
bisfosfato y es inhibida por ATP, acidos grasosstikCoA.

La regulacion de la via glicolitica explica el llado ‘efecto Pasteut, el cual esta basado en la

regulacién alostérica de las enzimas de la viacidg por los niveles de ciertos metabolitos que
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reflejan el equilibrio entre la produccion y el samo de ATP, adecuando de este modo la actividad

glicolitica a las necesidades energéticas celulares

Balance energético de la oxidacion de glucosa

Cuando la via glicolitica tiene lugar en anaerdbjopor cada molécula de glucosa
metabolizada, se consumen 2 moles de ATP en ladtapeeparacion y se producen por fosforilacion
a nivel de sustrato 4 moles de ATP en la fase deflsdo. En consecuencia, el balance final es

positivo, resultando en la formacion neta de dokesnde ATP por cada mol de glucosa oxidada en la

via.
Gasto de ATP (mol de glucosa)
Glucosa o Glucosa-6P -1 mol de ATP
Fructosa-6F —  Fructosa-1.6 bifosfato -1 mol de ATP
Produccion de ATP (mol de glucosa)

1, 3-Bifosfoglicerato p 3-fosfoglicerato + 2 mol de ATP
Fosfoenolpimivato — g Piruwvate + 2 mol de ATP

Ealance total 2 mol de ATP

Tabla 3.1.Tabla descriptiva del rendimiento energético dédaglicolitica. Modificado desde Blanco,
“Quimica Biolégica”, 8° Edicion.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) A varios medios de cultivo inoculados con levadwsa agregd glucosa en igual concentracion. A
los 3 min. se determind la glucosa por el métoddadglucosa oxidasa y los resultados fueron

aproximadamente de 0,8 g/l. Posteriormente se dgregda uno, en forma individual, las sustancias
que se detallan en la columna A y a los 30 mineterchind glucosa obteniéndose los resultados
indicados en la columna B.

Una con una flecha los datos de la columna B caollamna A segun lo esperado para el consumo de

azucar en cada condicion. La concentracion de géuea el tubo testigo a los 30 min fue 0,20 g/l.

COLUMNA A COLUMNA B (glucosa g/l)
1- Nada (testigc 0,7t
2- AsOs* 0,2C
3- NaF 0,2C
4- ASO43' + PC43' 0,7t
5- Citratc 0,7t
6- lodoacetat 0,1C

2) En dos tubos diferentes se incubaron extractodacetude musculo de conejo (tubo A) y de
levaduras (tubo B) con fosfato y glucosa marcadescamente coff C en forma uniforme, en un
medio anaerdbico con azida sodica (Mall pH= 5y a 30° C. Las medidas de radiactividad,
alicuotas iguales de medio, antes de agregar lalax€t=0) y luego de 1h de incubacion se muestran

en la siguiente tabla:

t (mnin) %% de radiactividad
tubo A tubo B
0 100 100
a0 95 65
a) ¢, Qué explicacion encuentra para estos resultados?
b) Construya una tabla con los valores tedricos dee%@adiactividad que esperaria encontrar Si

el experimento se realizara en idénticas condisiopero con 1*C glucosa.

3) En el grafico siguiente se muestra el efecto deP Aobre la enzima alostérica fosfofructoquinasa.
A una concentracion determinada de fructosa-64osfa actividad de la fosfofructoquinasa aumenta
al aumentar las concentraciones de ATP, pero s@zdcun punto mas alla del cual el incremento de
ATP produce inhibicién de la enzima.

a) Explicar como el ATP puede ser sustrato e idbibde la fosfofructoquinasa. ¢De qué modo esta

regulada la glucolisis por los niveles de ATP?
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b) Si suponemos que este grafico corresponde asayan vitro, cuando se agrega ADP exdgeno la

inhibicion de la fosfofructoquinasa por el ATP disaye. ¢ Como puede explicarse esta observacion?

100

= 8 -

9

PRLL

E

35 ¥

;i;:‘:: 2

0
[ATP]

4) Existen varias alternativas para obtener combestibiediante tecnologias renovables. Desde

el punto de vista biotecnolégico, una de las opsomon mayor viabilidad para sustituir o

complementar a la nafta es el etanolcarburantmefftado potencial del etanol carburante es enorme

y una ventaja adicional a su uso, la constituykeeho de que es posible obtener etanol a partir de

residuos agroindustriales, los cuales se encueatrabundancia y constituyen una fuente importante

de contaminacién. Una de las cepas mas estudiagi@izgdas para la produccidn biotecnolégica de

etanol es la cepa descherichia coliKO11. En un intento por mejorar el rendimientopdeduccion

de etanol mediante ingenieria genética se modificdivel de expresidn de algunas enzimas

relacionadas con el metabolismo de los hidratasadaono, obteniéndose los siguientes resultados:

Maodificacion genética

Consumo de glucosa

Produccidle etanol

Aumento en la expresion

AE de piruvato quinasa

yDisminucién del 68%

Disminucién del 60%

Aumento en la expresion
AE de piruvato quinasa

piruvato descarboxilasa

yAumento del 20%
y

Aumento del 45%

a) ¢ Como explica estos resultados?

b) Si usted fuera el investigador del ejemplo, ¢laifitadtion de qué actividades enzimaticas

investigaria? ¢ por qué?
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GUIA DE ESTUDIO

Via glicolitica:

- Esquema con férmulas de las reacciones, enziroafagtores.

- ¢ En qué lugar de la célula se encuentran lasn@szjue catalizan las reacciones de la via glicasht

- Accion de la hexoquinasa y de la glucoquinasstrato sobre el cual actian, producto de la reaccio
que catalizan. Diferencia en los valores de Km.

- Funcién de los grupos fosfato en los intermedgari

- ¢ Cudles son los monosacaridos mas comunes gderpugresar a la via glicolitica?

- Balance energético: produccion neta de ATP pgratttacion de glucosa a piruvato.

Regulacion:

- Puntos de regulacion de la via glicolitica: evas implicadas.
- ¢ Qué compuestos activan o inhiben las enzimagwgrgienen en la regulacién?
- Efecto Pasteur como mecanismo de adaptacioracelul

Destino del piruvato

- Fermentacion alcohdlica y lactica: productos,ireag y cofactores. Rendimiento energético.
Formulacion de las reacciones implicadas.
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TRABAJO PRACTICO N ° 4
HIDRATOS DE CARBONO (PARTE II):
VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO. METABOLISMO DEL GLUCOG ENO.
CICLO DE KREBS.

OBJETIVOS
e Conocer el metabolismo del glucdégeno y su regutacio
» Comprender y conocer el ciclo de Krebs: enzimadigagas, puntos de regulacion, balance
energético.
e Conocer la secuencia de reacciones de la via deelatwsas fosfato, destino de los productos
(NADPH, ribosa-5-fosfato), interrelaciones con ia glicolitica, su regulacién y su importancia en

los alimentos.

INTRODUCCION TEORICA

De todos los polisacaridos existentes en la na&zaalel hombre es capaz de digerir almidon y
glucogeno. El glucégeno es similar a la amilopectiel almidon, aunque esta mas ramificado, y
constituye la reserva energética de los organismivsales.

El ciclo de Krebs o ciclo de los Acidos Tricarb@odls, es una secuencia de reacciones que
constituye la ruta central comun para la degragagd@los restos carbonados que, en forma de acetil-
coenzima A (acetil-CoA), derivan del catabolismo adbohidratos, &cidos grasos y aminodcidos.
Estas secuencias de reacciones enziméticas tisgandnicamente en los organismos aerobios. Este
ciclo metabdlico se encuentra catalizado por unersia multienzimatico, que acepta como
combustible al grupo acetilo de la acetil-CoA, degndolo hasta COy pares de Hy €. Estos
ultimos son conducidos a través de una cadenangpiwrtadores hasta el oxigeno moleculay, e
actua como aceptor final en la cadena de transpbtettronico de las células de la mayoria de los

organismos, y se reduce para forma®H

METABOLISMO DE GLUCOGENO

En el higado el glucégeno actiia como depésitouwtmogh, y durante su degradacion secuencial,
se libera glucosa que alcanza la circulacion gépara su distribucion a otros tejidos.

Por otra parte, en el musculo el glucogeno se dagpara proporcionar energia en forma de
ATP para permitir la contraccién muscular.

El metabolismo de glucégeno abarca basicamentesirgesis (“glucogenogénesis”) y su

degradacion (“glucogendlisis”).
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a) Glucogenogénesis (sintesis de glucégeno)

La formacidén de glucdégeno a partir de glucosa sdizee en muchos tejidos, principalmente
higado y musculo. Es un proceso anabdlico que eegjginergia aportada por el ATP y UTP (uridina
trifosfato), y es regulado a través de la enzimiad@jeno sintetasa.

La sintesis de glucogeno abarca 5 etapas (veafigd):

1- Fosforilacion de glucosa en el carbono 6 por acdghexoquinasas.

2- Formacion de glucosa-1-fosfato a partir de gluc@sBosfato, catalizada por la enzima
fosfoglucomutasa.

3- Activacion de glucosa-1-fosfato a UDP-glucosadima-disfosfato-glucosa), reaccion catalizada
por la enzima uridina-difosfato-glucosa pirofosfmsa o glucosa-1-P-uridiltransferasa.

4- Incorporacion de glucosa activada a una molécelgldcogeno preexistente, o a la glucogenina
(proteina) a través de una uniwm-1-4, reaccion catalizada por la glucégeno sata

5- Formacién de ramificaciones mediante uniones giiioa o — 1,6, catalizada por la enzima

ramificante.

() = residuos de glucosa

lucosa-6-(P) 4 i
Estadio | : formacian e I"\R' = resto de molecula
= de ghicdgeno o, 5|
iis URE gk fosfoglucomutasa # .g =
no glucégeno, l__R_ ]
= glucogenina
ghicosa-1 {‘E'
i UDP-glucosa
pirafosfatasa pirofosforilasa
H.O Ngzs
P = PP =

Estadio Il elongacien | | O E1eOs [glucosal,
(T /o N
@y OHOHOHO-O®
glucogeno
sintasa

[glucosal,.q
T e
OO0

enlace ¢t-1.4 glucosido

la elongacion de cadena continda hasta

(Eﬂadlo 1il; formacion de ramlflcamnea

enlace -1,4 roto

OOOOODI000000000®

transferencia de blogue de
unas siete unidades de glucosa

enzima ramificadora
amilo {1,4—» 1,6) transglucosilasa

uberr songacidn Fig. 4.1. Etapas de la sintesis de glucégeno. Lim, Roach.
ramiticacion “ . . R . sz
’ Lo esencial en metabolismo y nutricion”, 3°Ediciéon

glucogeno
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b) Degradacion del glucogeno (glucogendlisis)

La glucogendlisis o el catabolismo del glucégenoesoun proceso inverso a la sintesis de
glucogeno, dado que utiliza enzimas diferentesvéalanabdlica.

Las etapas involucradas son las siguientes (verdig.2):
1- Liberacion de unidades de glucosa-1-fosfato arpdet extremo no reductor, reaccion catalizada
por la enzima glucégeno fosforilasa. El fosfatdizgtdo proviene del fosfato inorganico del medio.
Esta etapa no requiere de energia metabolica o dasATP. La accion de la enzima se detiene 4
unidades de glucosa antes de una ramificacié® 1,6 glicosidica.
2- Transferencia de unidades del trisacérido terngihektremo de la rama vecina por union
a—> 1,4. Esta reaccion es catalizada portraresferasaReiniciando la etapa 1.
3- Hidrdlisis de las uniones 1,6 glicosidicas. Esta reaccion es catalizadalpa@nzimao- 1,6
glicosidasa con liberacion de unidades de gludcos@sforilar.
Las enzimas que actlan en las etapas 2 y 3 forarém gie una proteina bifuncional denomina enzima

desramificante.

4- Formacion de glucosa-6-fosfato partir de la

H clay
glucosa-1-fosfatoliberada en la etapa 1. Es| rpt e
- _ molécula de

reaccion de isomerizacion es catalizada por ¥~ glucogeno

(F_stadla |; acortamiento de ka cadena) sa han omitido algunos datalles
enzimafosfoglucomutasa.

glucdgeno fosforilasa
(PLF}
[glucosal, p [ghicosal, , + giu:nsa-l-@

CH,0H  CHyOH CH30H CH,0H

o o o o
HO —f HO HO

fosfordlisis
del enlace
-1,4 terminal

(Btati]o II: eliminacidn de ramlf'icnuones] O = punto de ramificacidn
BT la glucégeno fosforilasa
! continda hasta que alcanza
: un residue, a 4 de distancia
0 de un punto de ramificacion

@

transferasa

Q . fragmento w-1,6

0000070 e e Telele
Fig. 4.2. Etapas de la degradacion de glucoégeno. L
Roach. “Lo esencial en metabolismo y nutricion 1’"‘““‘““'“'5’“""‘“”
3°Edicion. oYeololele O0000® + ®

glucosa libre
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Regulacion del metabolismo de glucégeno

El metabolismo de glucogeno es regulado a travémgl@nzimas glucdgeno sintetasa y
glucogeno fosforilasa. A su vez, ambas enzimasnsotuladas por modificacidbn covalente por
agregado o sustraccion de grupos fosfatos de mamgeiaroca, es decir cuando se activa una

enzima, la correspondiente a la via opuesta, $iaeinh

Hepatocito

GLOCOSA

ATP Pi
Gl ogiir s Wg* Glucosa-6-fosfrtasa
ADF HyO

GLUCOSA-6-FOSFATO

Mg ¢ T Fosfo-ghicomizsa

GLUCOSA-1-FOSFATO

UTP

DPG-pirafosiorilasa
PRy

Enzimg desramificants

UDPG

Polimero ) AMFc ™
Glucosa / .\‘

CHlucogeno sintasa

Thyedgena fostarilasa

UuDP

Bnzimisramificante

\

Pi

GLUCOGENO

Fig.4.3.Esquema de regulacion reciproca de glucogendligisgpgenogénesis.
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Estrés Hipoglucemia
ESTIMULO
Médula Pancreas
Adrenalina Glucaaér

‘ Receptor
&demlato ciclasa

AMPc + PP

Proteina Quinasa-£—> Proteinmm@sa A + AMPe-R—— AP
C R (inactiva) &iva) Fosfodiesterasa

l

ATP + Fosforilasa Fosforilasa quinasa quinasaCa™ Fosforilasa + ADP

Quinasa — Quinel
(inactiva) fosfatasa / (activa)
ATP + Glucégeno Fosforifasah - Glucdgeno Fosforilasata
ADP
gotiva) Fosforilasa (activa)

fosfatasa l
Glucogeno +P—— Glucosa-1-P

l fosfoglucomutasa

) 4

Glucosa-6-P

Glucosa-6-fosfatasa

CELULA HEPATICA

lucosa + fosfato

Glucosa sanguinea
C R: Centro catalitico regulador
C: subunidad catalitica
R: subunidad reguladora

Fig.4.4. Esquema de las cascadas de sefializacion intrme=dutn musculo o higado, desencadenadas luego de |
estimulacién con noradrenalina o glucagon, respettente.




Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

Descarboxilacion oxidativa del piruvato

El piruvato obtenido en la via glicolitica en elospbl, en condiciones aerébicas ingresa a la
matriz mitocondrial a través de un transportaddadeembrana interna de estas organelas, donde sera
metabolizado a acetil-CoA por el complejo multiemaiico de la piruvato deshidrogenagste
complejo esta constituido por tres enzimas: pirkgscarboxilasa o,dihidrolipoil transacetilasa o
E., y dihidrolipoil deshidrogenasa &,B/ requiere de cinco coenzimas: pirofosfato deitia, acido
lipoico, coenzima A, FAD y NAD.

C
| i Piruvate deshidrogenasa G CH
E= — — [ 3
| /~ Pirofosiae \,\ CO~~S5S—CoA
CO.0° NAD' de tiamina  NADH+H"
Acida lipoico
Piruvato Coenzima A - FAD Acenl-CoA

Fig. 4.5.Reaccion de descarboxilacion del piruvato.
El NADH producido en esta reaccion transfiere llesteones a la cadena respiratoria donde se

unen a oxigeno para formar agua, en el procesbtiemen 3 ATP desde ADP.

Reacciones deticlo de Krebs

El ciclo de Krebs es una secuencia de reaccionesaustituye la ruta central coman para la
degradacion de los restos carbonados que, en fdemacetil-CoA, derivan del catabolismo de
carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos. Estagnacias de reacciones enzimaticas ocurren en la
matriz mitocondrial de organismos aerobicos, enddotodas las enzimas se encuentran libres,
excepto la succinato deshidrogenasa que esta anidacara interna de la membrana mitocondrial
interna.

El ciclo se considera un sistema cerrado dondavés de una secuencia de ocho reacciones
(ver figura 4.5), el acetil-CoA se degrada hasta, JGrmandose coenzimas reducidas cuyos
equivalentes de reduccion ingresan a la caden@&atsfa a nivel de los complejos | y II, con la

consecuente sintesis de ATP yCH
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Juic
P —
| Producciésn neta
I III L] N5
FUI . Jirectamen
acelill CoA & ;- H
iy | \ I "
Erawr taid L \__ :
INADH] & ,
L+ H oualacetabo citrato
H
L-malato
H
fumarato Isocitrato
transportadora _FADH_. / NA::ilH " :
o BFOINES . o f / L+ H* :
FAD 4
succinato -cetoglutarato
' ."r///.
A . JAL
succinll A=
fr L
GTP oy
¥ N | e
kﬂ#’ i f 'H_ﬁDH\l |er |I
| ' H ] (AT
: — e 14

Fig. 4.5.Esquema de las reacciones involucradas en elaéckrebs. Lim, Roach. “Lo esencial en metabolismo
y nutricion”. 3 ed. 1- Citrato Sintasa. 2- Aconéas3- Isocitrato deshidrogenasa. 4- Alfa-cetoghittar
deshidrogenasa. 5- Succinato tioquinasa. 6- Succifeshidrogenasa. 7- Fumarasa. 8- Malato desladesg.

Funcién anaplerética del ciclo de Krebs

Si bien el ciclo de Krebs es una via catabélicaddae oxida acetil- CoA hasta ¢®arios de
los intermediarios estan relacionados con otras wietabdlicas pudiendo ser utilizados en la siitesi
de otros compuestos, en este caso el ciclo de Kapbsta precursores para distintos procesos
anabdlicos. Esta participacion del ciclo en amboscgsos, catabolicos y anabdlicos, permiten
considerarlo como una via anfibdlica.

A medida que los intermediarios del ciclo de Kreba retirados para servir como precursores
biosintéticos, son repuestos mediante reaccior@slendticas. En circunstancias de homeostasis, las
reacciones por las que los intermediarios del gelairigen hacia otras vias y aquellas que pemmite
reponerlos se encuentran en equilibrio dindmico. d3&a manera, las concentraciones de los

intermediarios del ciclo permanecen practicameobstantes.
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P]l‘lW"ltD
Firuvato c.:zrbox:l.fa.s.:z @ 20,
— .
Glu?nsa 0, ;| AcetilCoA ATP
. cifrafo Hasa .
FEF carboxiguimasa }' Aridos grasos
Fosfoenolpiruvato =———  Oxalacetato _ -=<Z"""> - Citrato esteroles
| - s
- . N
- . \
T ;’ A Clutamato
Aspartato .~ Malato o-ceto g]}ltm‘atu A== ot
Asparagina *” ’: 1 aminodcidos
Enzima i "
malica "V ! i
! * ’
[ ’ .
.'* N L Hintesis de
Sintesis de nucledtidaos - ~ wSuccinil-CoA . proteinas y
¥ proteinas wruvato Cmp o _e==" mmcledtidos
Potfirinas,
grupos hemo

Figura 4.6. Funciones anapleréticas del ciclo de Krebs. Loarinediarios del ciclo de Krebs salen del mismo
para actuar como precursores de muchas rutastéiisas, dando lugar a productos que se indicarflechas
de lineas continuas t— ). Indicadasfterhas de lineas cortadas(-» ), se traresuatro reacciones
anapleréticas que permiten reponer intermedianosumidos en el ciclo.

Regulacion del ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs estd moduladalirectamente por el complejo de la piruvato deshidrogenasa,

el cual esta regulado mediante fosforilacion rakrs(ver figura 4.7). Ademas, este complejo
enzimatico es inhibido por ATP, acetil-CoA y NADHhjentras que es estimulado por insulina y el
Ca™ (este ultimo aumenta en el ejercicio muscular swey estimula a una fosfatasa que actta sobre

la piruvato deshidrogenasa).

(Activa)
Acetil CoA
® Q ATP @, Aot
\ \ / ATP
PDH PDH
fosfatasa quinasa
H?O de a \ADP
(Inactiva)

Fig.4.7. Esquema de la regulacién por modificacion covaletd#l complejo de la piruvato deshidrogenasa.
Feduchi, Blasco, Romero y Yéfiez, “Bioquimica. C@tos esenciales”, 1° Edicion
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La regulacion directa del ciclo de Krebs propiareedicho, se lleva a cabo en tres puntos
principales:

1°Punto de Control: se encuentra en la reaccion catalizada por lanengitrato sintasa, la cual es

una enzima alostérica modulada negativamente pafm Bl (aumenta el Km de la enzima) y por los
acidos grasos de cadena larga.

2°Punto de Control: se produce a nivel de la isocitrato deshidrogenBsta enzima tiene como

modulador alostérico positivo el ADP, mientras gdADH y ATP actian como moduladores
negativos.

3°Punto de Controt ocurre a nivel de la—cetoglutarato deshidrogenasa, enzima reguladardefo

anéloga al complejo piruvato deshidrogenasa.

l inhibido por:
acetil Col + NADH
- = ATP
» aceti] graso Cod
= succinil Cof
citrato
simtasa
oxalacetato
citrato
L-malato
isocitrato
i3 ADP
furnarato Isocltrato a2t
deshidrogenasa
succinato u-cetoglutarate w-cetoglutarato i":#d“ P
deshidrogenasa Ay
suecinll o+
Cody -
Cad
Inhiblde por:
+ ATP
= NADH
= productos;
succinil Co&, GTP

Fig. 4.8. Regulacién directa del ciclo de Krebs, a travésladenodulacién de las enzimas citrato sintasa,
isocitrato deshidrogenasa ¢-cetoglutarato deshidrogensa. Lim, Roach. “Lo esénen metabolismo y
nutricion”. 3 ed.
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VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

La glucosa-6-fosfato puede ser catabolizada pdwika de las pentosas-fosfatolina ruta
alternativa para el metabolismo de la glucosa, quarre en el citoplasma. Los objetivos
fundamentales de esta via son: formacion de NAPRkhtesis deibosa-5-fosfato. EIl NADPH es el
principal agente reductor de la célula, utilizadimgipalmente en procesos de biosintesis (sintksis
acidos grasos, colesterol, esteroides, etc.) yxifietacion celular. La ribosa-5-fosfato es necesari
para la sintesis de nucle6tidos y acidos nucleicos.

Esta via posibilita la interconversion de variosbohidratos de 3, 4, 5, 6 y 7 atomos de
carbono, algunos de los cuales son también inteamesl de la via glicolitica. (gliceraldehido-3-
fosfato y fructosa-6-fosfato). Para comprender fdeacciones que tienen lugar en esta via se
consideran dos fases: Fase oxidativa (reacciomeseisibles) y Fase no oxidativa (reacciones

reversibles).

+ Fase Oxidativa:
Esta fase consta de tres reacciones irreversidlmsjo como resultado la formaciéon de

ribulosa-5-P, CQ y dos moléculas de NADPH por molécula de glug®ague se oxida.

reductora para la

blosmtesls reduchva)

capacidad |
|

NADP*  [NADPH|+ H* H,O H* NADP*  [NADPH]+ H'
L L =
glucosa-g- (E]l 6-fosfogluconolactona 6-fosfogluconato libulosa—S—@'
& ® & ® f6c ® e
glucosa-&- ® lactonasa 6-fosfogluconato
deshidrogenasa deshidrogenasa

@ﬂ\l’ﬁ

@umla::ufan @ hidrélisis @ descarboxilagon nxidaﬁua)

Fig. 4.9.Fase oxidativa de la via de las Pentosas fosfatg.Roach. “Lo esencial en metabolismo y nutricién”
3°Edicion.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la 6-fosfamiato deshidrogenasa son dos enzimas
gue actuan como oxido-reductasas, utilizando caveozima el NADP oxidado. Esta coenzima es un
derivado de la niacina o vitamina B3. La glucoda€iato deshidrogenasa es la enzima reguladora de
la via de las pentosas fosfato, siendo inhibidauporde sus productos: el NADPH. La deficiencia de
esta enzima provoca una pérdida o descenso de NADEHumple funciones como antioxidante. El
descenso de NADPH permite la oxidacion de lipideslal membrana plasmatica, lo cual es
especialmente grave en los eritrocitos. En eatadiin, los mismos sufren fragilidad de la membrana

plasmaética, favoreciendo su ruptura, lo que cassaviz anemia hemolitica.
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+ Fase no oxidativa

Esta etapa consta de una serie de cinco reaccevessibles donde ocurren interconversiones
desde ribulosa-5-P a ribosa-5-P para la sintesmideotidos, o a intermediarios de la glucolisies

como gliceraldehido-3-P o fructosa-6-P.

Fase | clave |
TPP = pirofostato de I
tiamina
2 ribulosa-ﬁ-@
@ fosfapentosa @ @ fosfopentosa
epimerasa isomerasa

e
wilulosa-5-1P)

0 transcetolasa
requigre TRP

los requerimientos de la célula determinan
} ) <l predomina la produccién de ribosa-5-(F)
sedoheptulosa-7-(F) gliceraldehido-3-(F) | o de fructosa-6-(F) y g!iceraldehidn-B-@j}:
ver el texto sobre el control de la fase
no oxidativa (pag, 49)

@ transaldolasa

eritrosa-4- ff* 1 fructosa-6- :
— N 1

ribulosa- 5 (P @ ] :
1

1 I

_ transcetolasa i '

xilulosa-5-( P} requiere TRP 'I )

]

: '

1

. lmclc-sa-ﬁ-@ .

¢ I

i @ l

I

I

1

I

' gliceraldehido-3-(F)

L
glucslisis

Fig. 4.10.Fase no oxidativa de la Via de las Pentosas-Fodfaip Roach. “Lo esencial en metabolismo y
nutricion”, 3°Edicion.

En esta fase se producen una heptosa (7 C, seudsep/-P), una hexosa (fructosa-6-P),
dos pentosas (ribosa-5-P y xilulosa-5-P), unagatferitrosa-4-P) y una triosa (gliceraldehido-3-P)

Intervienen dos enzimas que transportan unidadeésedeo dos carbonos, la transaldolasa y
transcetolasa, respectivamente. Esta ultima enrzégaiere como cofactor pirofosfato de tiamina

(PPT), derivado de la vitamina B1 o tiamina.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1- A continuacion, se da una lista de enzimas gténesusentes en el catabolismo de hidratos de
carbono y una segunda lista de posibles conseasende tales efectoslustificar las

respuestas.

Enzimas ausentes
a) Fosfofructoquinasa
b) Fosfoglucomutasa
c¢) Triosafosfatoisomerasa
d) UDP-Gal-4- epimerasa
e) Glucogeno fosforilasa quinasa
f) Glucégeno fosforilasa fosfatasa
Consecuencias
1) Incapacidad para utilizar galactosa como fueletenergia sin ningln efecto sobre la capacidad
para utilizar glucégeno.
2) Incapacidad para utilizar el glucégeno o gaketmomo fuente de energia.

3) Capacidad disminuida para obtener energia dmtbshidratos.
4) Evita el uso de la mayor parte de los carbotodrpara la produccion de ATP.

5) Una disminucion en el nivel normal del estada@snario del glucogeno.
6) Incapacidad para utilizar glucégeno como fuetde energia sin ningun efecto sobre la
capacidad para utilizar galactosa.

Ubique cada enzima con la consecuencia mas profsitanente una) de la segunda lista.

2-Sefialese la posicion del carbono isotopico en iglo&citrico, cuando se incuban los siguientes

compuestos marcados isotopicamente:

a) 3-'C —Piruvato b) 2-C- Piruvato c) 5-'C- Fructosa-6-fosfato

3- ¢Cudl es el rendimiento en ATP cuando cada undoslesiguientes sustratos es oxidado
completamente a GQor un homogenato celular? Supongase que laieaitita, el ciclo de Krebs 'y
la fosforilacion oxidativa son completamente adivo

a) Piruvato b) Lactato c¢) Fructosa-1,6-bisfosfato
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4- Se desea realizar un experiencia para determifiam@onamiento de la via de las pentosas, fosfato

utilizando glucosa marcada c#i€ ¢en qué posicidn colocaria la marca para quezamasolamente

en un producto exclusivo de la via de las pentgsas de la via glicolitica? Considerar que no

funciona el ciclo de Krebs.

5- Se incub6 glucosa-6-fosfato marcada t&hen G con una suspension de eritrocitos en presencia

de un potente inhibidor de la fosfoglucoisomer@dacabo de un tiempo se detecto la presencia de

piruvatoC.

Esquematice las reacciones que llevan a la pragtudel mismo sefializando el carbono marcado.

6- Se aislaron eritrocitos de la sangre de un indwidarmal y de un paciente con deficiencia de

tiamina. Las células fueron incubadas con buffertemiendo 1C-glucosa y se determinaron las

cantidades d&CQO, y “C-lactico formados al cabo de 1 hora. Analice émultados obtenidos que se

indican en la tabla y justifique la disminucion@e; para el individuo deficiente.

% de 1“C en productos

Productos Individuo Normal Individuo Deficiente
CO: 10,4 1,7
Lactico 80,0 98,0

7- Integracion de las vias metabdlicas en mamiferos

En base a los siguientes criterios clave complataaglro con las vias indicadas, asi lograra

tener una vision en conjunto de cada una de ellas.

GLICOLISIS

GLUCOGENOLISIS

GLUCOGENOGE- KREBS

NESIS

CICLO DE

VIA DE LAS
PENTOSASS

Criterios claves

Cuél es la funcion de la
via. Indique el sustrato, el
producto y otros
compuestos de inter

Localizacién
En particular tejidos o
células del organismo

Compartimentalizacion
Lugar del proceso en
interior de la célula.

Etapas globales de la via
principales  puntos d
control

Mencione la relacién co
otras vias metabdlicas.
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GUIA DE ESTUDIO
Glucogendlisis:

- Degradacion de glucogeno en el hepatocito: ¢éntigo de unidén y sobre qué extremo actua la
primera enzima que interviene en la degradacion/alg€ son los productos de dicha reaccién?

- ¢Cuales son las enzimas que actlan sobre elgginodpara degradarlo a Glucosa-6-fosfato y
dextrina limite?

Ciclo de Krebs:

- ¢En qué lugar de la célula se llevan a cabo lasim®es del ciclo de Krebs?

- Formular todas las reacciones del ciclo, nombrdaslenzimas y coenzimas.

- En cada una de las reacciones de tipo redox quesocen este ciclo metabdlico, ¢,qué compuesto se
oxida y cual se reduce?

- ¢, Cuantos moles de ATP se producen por degradagi@cetil-CoA y piruvato?

- ¢ Cual es el aceptor de electrones en cada reateidxidacion que ocurre en el ciclo?

- ¢ Cudles son las enzimas que intervienen en laa@guldirecta del ciclo de Krebs y cuéles regulan
esta via de manera indirecta?

- ¢ Qué intermediarios del ciclo pueden servir conecymsores de otras vias metabdlicas?

Via de las pentosas fosfato

-Reacciones, enzimas y cofactores. Formular.

- ¢ Cuél es el mecanismo de accion de la transahlglranscetolasa? ¢ En qué reacciones actian estas
enzimas? ¢Cuales son las enzimas de la fase @aRlggEn cuales reacciones se produce NADPH?
¢ Qué vias metabdlicas pueden utilizar este pro@ducto

- ¢Qué reacciones catalizan las enzimas epimerasanmerasa? ¢Como actia el pirofosfato de
tiamina?

- En la reaccion de oxidacién de glucosa-6-fosfgoales son los productos de reaccion?

- ¢Qué intermediarios de la via glicolitica se pomth en esta via? ¢En qué dérganos y tejidos es
principalmente activa esta via?
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TRABAJO PRACTICO N° 5
METABOLISMO DE LIiPIDOS: BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASO S
DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS
CICLO DEL GLIOXILATO

OBJETIVOS
Que el alumno construya los conocimientos que $gbien:

» Comprender las rutas metabdlicas dg-tidacion que permiten a los organismos utilipar |
acidos grasos como fuente de energia y poder maduct

» Conocer las etapas de la sintesis de acidos grasos.

* Interrelacionar las vias del metabolismo de lipicms otras rutas metabolicas.

» Comprender los mecanismos de regulacion del mesatmde acidos grasos.

» Comprender la secuencia de reacciones y la impnatanetabolica del ciclo de glioxilato en

los vegetales y microorganismos.

INTRODUCCION
Los lipidos del organismo, al igual que los hidsade carbono, se hallan en un estado
metabdlico dinamico, ya que sufren constantemeamebos en las diversas células del cuerpo. Los
lipidos comprenden una amplia variedad de sustrmigmicas, tales como triglicéridos, acidos
grasos y derivados, fosfolipidos, glucolipidos, €onstituyen mas del 10 % del peso corporal de un
individuo adulto y aproximadamente el 40 % de lal®réas de la alimentacion diaria. Los lipidos
cumplen importantes funciones, entre las que podenamcionar:
* Fuente de energia.
« Manto térmico. Su presencia en el tejido subcutaiska al cuerpo evitando la pérdida de
calor.
« Estructura de las membranas celulares.
» Estructura de hormonas que determinan caractexreales secundarios.
« Aportan acidos grasos esenciales y vitaminas.
» Son precursores de varios derivados lipidicos cparoejemplo las sales biliares, hormonas
esteroideas, etc.
Las grasas producen por oxidacién el doble de &nédgKcal/g) que los hidratos de carbono
o las proteinas (4 Kcal/g), por lo que represeatamimportante fuente de energia para los indigduo
Los lipidos de la dieta, ademas de ser una fuanporiante de energia, proporcionan
sensacion de saciedad, contribuyen a la palatadilike los alimentos y favorecen la absorcidon
intestinal y el transporte de las vitaminas lipabtds A, D, E y K. Para que los lipidos de la dieta

puedan ser utilizados por el organismo, deben igeridos y absorbidos en el tracto intestinal para
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luego ser distribuidos a través del torrente savapia las células de los distintos tejidos
(principalmente higado y tejido adiposo).

La mayor parte de los lipidos son transportadok esangre, unidos a proteinas plasmaticas
formando complejos denominados “lipoproteinas”. ltdglicéridos unidos a las lipoproteinas son
hidrolizados a nivel del endotelio de los vasogyaareos a glicerol y acidos grasos. El glicerol es
transportado al higado y los &cidos grasos ingrasas células donde seran almacenados, en forma de

triglicéridos, o se degradaran para proveer energia

DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS

En los mamiferos, el centro principal de acumolade triglicéridos es el citoplasma de las
células del tejido adiposo (adipocitos). El prirpaso en la utilizacion de las grasas almacenadas en
adipocitos es la hidrdlisis de los triglicéridos pacion de lipasas reguladas por hormonas. Lo®gci
grasos liberados de los triglicéridos deben sevaxtds previamente a la degradacion en el citosol.
Luego son transportados a través de la membraraconidrial interna, conjugados con carnitina,
hasta la matriz mitocondrial donde se produce idamion. Los acidos grasos de cadena larga se
oxidan a CQy H;O en la matriz mitocondrial de casi todos los tejidle vertebrados. EI musculo
cardiaco obtiene la mayor parte de su energia deidacion de los acidos grasos. Los acidos grasos
se degradan por eliminacion oxidativa sucesivaagecdrbonos a partir del carbono beta del extremo

carboxilico en un proceso denomingdoxidacion.

7 6 5 4 B 2(a) 1
R --- CH2 --- CH2 --- CH2-CH2 --- CH2 --- CH2 -- COOH

! ! !

El acetil CoA liberado entra al ciclo de Krebs p&ganinar de oxidarse a G@ H.O. A
continuacion, desarrollaremos en forma detalladapimcesos que conducen aplaxidacién de

acidos grasos.
Activacion y transporte

Las moléculas de acidos grasos, obtenidas poadagjon de triglicéridos, son activadas en el
citosol por tioquinasas o acil-CoA sintetasas gatlizan la sintesis de acil-CoA. Existen tres
enzimas diferentes siendo cada una de ellas espepéra un intervalo de longitud de cadena del
acido graso:

1- Activadoras de acidos grasos de cadena cogtcacpropionico.
2- Activadoras de &cidos grasos de cadena inteanfedire 4 y 12 4tomos de carbono).
3- Activadoras de acidos grasos de cadena larga (@412 atomos de carbono), por ej. acido

palmitico, acido oleico, acido estearico.
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Las dos Ultimas activan tanto acidos grasos sitaraomo insaturados. Las tres enzimas
tienen idéntico mecanismo de reaccion.

Acil CoA sintetasa

Acido Graso + CoASH + ATP____,  Acil-CoA AMP + PPi

Pirofosfatasa
+ HO >

PPi 2 Pi

La reaccion es irreversible debido a que la hisisdldel pirofosfato (PPi) asegura que el
equilibrio se desplace hacia la formacion de aolkC En esta reaccion esta implicado un
intermediario unido a la enzima, que es un anhddmikto: acil-AMP o acil adenilato que le permite
generar después una union tioéster de elevadai@nEtgfecto neto es la utilizacién o consumo de 2
enlaces ricos en energia del ATP para activar wiéaula de acido graso.

Los &cidos grasos activados de 12 0 menos carlpnesentes en algunos alimentos tales
como leche materna y leche de cabra) entran erittecondria sin la ayuda de transportadores de
membrana. Los acidos grasos de 14 o0 mas carbamspgstituyen la mayoria de los obtenidos en la
dieta o liberados del tejido adiposo, no puederampairectamente a través de las membranas
mitocondriales. Asi, existe un sistema de transpqtte permite transferir el grupo acilo hacia la
matriz mitocondrial, que es impermeable a los &igl@sos y a sus derivados CdA sistema de
transferencia es la lanzadera de la carnitina rdigbtl) que comprende un contra-transportador
carnitina/acilcarnitina y dos enzimas: carnitind-a@nsferasa |, ubicada en la cara externa de la
membrana interna de la mitocondria y carnitina taaiisferasa Il, localizada en la faz de la mendran
que da a la matriz. La molécula transportadoraaesatnitina, sintetizada en humanos en higado y

rifidn a partir del aminoacido lisina.

7
CH;— rI\JL CH,— C‘H —CH,—C00"
= | CH, OH
= Carnitina
: 8 g % Carnitina
@ Espacio @ @ aciltransferasa-l
s ® Intermembrana §
@ 9 0 ® g /O
: : R c// R
B N
§ § b S-CoA S-CoA
® ® 4
s R-C_
§ § S CoA-SH
§ g CoA-SH ==
.
e o :
g > Carnitina ® L
< 4 aciltransferasa-| s S Matriz

Fig. 5.1.Sistema de transporte de acidos grasos “lanzaéerarditina”, que permite el transporte de acidos
grasos desde el citosol hacia la matriz mitocohdfeduchi, Blasco, Romero, Yafiez, “Bioquimica. Captos

esenciales”, 1° Edicion.
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Oxidacion de acidos grasos saturados

Dentro de la matriz mitocondrial las moléculasad#-CoA sufren el proceso deoxidacion
(figura 5.2), el cual consiste en una secuenciicaice cuatro reacciones: oxidacion, hidratacion,
oxidacion y ruptura de la cadena con liberaciéradetil-CoA. En cada ciclo dg-oxidacion, los
productos formados son acetil-CoA y un acil-CoAaegdena carbonada posee dos carbonos menos
que el inicial. El ciclo de oxidacién se repite tads completa degradacién del acil-CoA vy liberacié

de acetatos activos. Estos Ultimos, ingresan |l digl Krebs para su oxidacion final a £0OH.0.

Acil CoA
(acido graso activado) il_l T ﬁ
R—CH;—CH;— ?B— ‘i:“_ C—5CoA
'ﬁ' Acetil CoA o H H FAD
CH;,—C—SCoA I )
a > R—CH;~CH;—C —SCoA 1y Acil CoA
. B deshidrogenasa
Tiolasa Acil CoA
CoASH (acortado en 2C) FADH,
O H O H O

1 Lo
R—CH;~CH;—C—C— C—SCoA R—CH;~CHy C=C— C—SCoA

NADH + H*

H " [B-cetoacil CoA

H [ trans-A*-encil CoA |
H,0

L-hidroxiacil CoA Enoil-CoA hidratasa

deshidrogenasa ?HT ﬁ
R—CH;—CH,—C—C—C—SCoA
NAD* H H

[ L-B-hidroxiacil CoA |

Figura 5.2. Representacion esquematica de la oxidacion desigidsos. Feduchi, Blasco, Romero, Yafiez,
“Bioquimica. Conceptos esenciales”, 1° Edicion.
Balance energético de la oxidacion total del acidmlmitico (16 C)

Durante un ciclo dg-oxidacion hay dos etapas en las cuales se treersfiedrogenos, a partir
de FADH y NADH a la cadena respiratoria, por lo que ebliiemento total es de 5 moléculas de ATP
por ciclo. A su vez, en cada etapa se libera uriéaula de acetil-CoA que se incorpora al ciclo de
Krebs para producir 12 ATP. Por lo tanto, el rendirto neto de la oxidacion de un acido graso de

por ejemplo dieciséis carbonos, como el &cido pgalongera:

Produccion de ATP en la beta-oxidacion. Siete si€BX7)..........ccccevvieeiiiniiieeennnne + 35
Produccion de ATP por oxidacion en el ciclo de krébacetil-CoA) (12x8)........... + 96
Consumo para activacion iniCial..........cccccccceeeeviiiiiiiiiiiiiieeecee e e e, -2
ProducCion Neta de ATP ... e e e e e e e 129
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A partir del célculo anterior, comprendemos queadipde un mol de acido palmitico se
generan 129 moles de ATP. El 40% de la energia Estandar de la oxidacion de palmitico se

recupera en forma de fosfato de alta energia.

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS SATURADOS

La sintesis de acidos grasos, o lipogénesis, dersisuna serie de reacciones ciclicas en las
que se construye una molécula de acido graso mediaradicion secuencial de unidades de dos
carbonos derivadas de acetil-CoA. Esta sintesopnaa en 6rganos y tejidos como higado, tejido
adiposo, glandula mamaria en periodos de lactanéi@n y pulmén. Es un proceso muy activo
cuando la dieta supera las necesidades cal6ricasceso de acetil-CoA es derivado hacia la sisitesi
de &cidos grasos. Los precursores de este proeesmsintesis son: acetil-CoA y malonil-CoA. El
poder reductor lo provee el NADPH proveniente deitade las pentosas-fosfato o el ciclo citrato-
piruvato (via de larzima malicay el principal producto formado es el palmitabwe.

La sintesis completa de &cidos grasos saturadagiage acetato activo (acetil-CoA), ocurre

en el citosol y es sintetizado por un complejo ranitimético citosélico llamado acido graso sintasa,

el sistema esta formado por dos subunidades idéntjpe funcionan en estrecha asociacién. Cada

174

jorate
transportadora de acilos” (PTA) o ACP (del inglésyl carrier protein). La ACP es una proteina

subunidad presenta siete sitios cataliticos ydéepma portadora de restos acilo, denominada

termoestable a la que permanecen unidos los intkanes que se forman durante la biosintesis. El
grupo acilo en crecimiento es transportado de em#menzima, como en un montaje en serie, fijado
al ACP tioéster.

En bacterias como Igscherichia colilas enzimas del complejo estan asociados alredkxlor
una molécula central de ACP y se pueden sepalas@liferentes enzimas conservando su actividad.

Dado que los &cidos grasos se sintetizan en alotitopartir de acetil-CoA y que estos restos
de dos carbonos se producen en la matriz mitocnds necesario que los acetatos activos sean
transferidos al exterior de las mitocondrias. Lanibena interna no es permeable a acetil-CoA y el
sistema transportador de la carnitina funcionaepesitemente con acilos de cadena larga. En este
caso, este transporte de los acidos grasos haci¢osbl ocurre gracias al denominado “ciclo del
citrato” (figura 5.3). Las moléculas de acetil-Cofaccionan con oxalacetato formando citrato, de est
manera abandonan la mitocondria y son liberadoa [sasintesis de &cidos grasos, el citrato es
escindido en reaccion catalizada por citrato lieigasolica, con la participacion de coenzima A 'y
ATP. El oxalacetato sufre una serie de reacciorteavas de las cuales se transforma en malato o en
piruvato, que disponen de transportadores en labrgera mitocondrial. El oxalacetato es reducido a
malato por malato deshidrogenasa citosolica y lukggzarboxilado a piruvato por la enzima malica,
ligada a NADP.
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... Citoplasma : : Mitocondria

® ®
|
g=="
NADP*. \-.-—'——.-/

: EIRi e @ ® Piruvato Piruvato
4 : : carboxilasa deshidrogenasa
; Malato @ ®
' ® ® Oxalacetato
' +
: NAD+) Malato deshidrogenasa : :
e - 2 Acetil CoA
: Oxalacetato : : S@l:.gtgg
’ D, ... 0— —o
: -citrato liasa
* | Acetil CoA ATP ® &
; Acetil CoA = 5 /’——_._\ :
e - ,
: | Malonil CoA @ ®
hoa| Ao s 3
‘... | Acidograso
sintasa ® @
l S L 4
s ¢
4 ®
® ®

Figura 5.4.Ciclo del citrato: Origen del citrato y actuaciomld acetil-CoA carboxilasa
Feduchi, Blasco, Romero, Yafez, “Bioquimica. Cotaggsenciales”, 1° Edicion.

Formacion de malonil-CoA
Acetil-CoA reacciona con G@ara formar malonil-CoA por accion de acetil-CoAboxilasa
que utiliza biotina (Vitamina del complejo B) commenzima, esta coenzima actla como

transportador de CO

O O h)
|,‘ ~ Acetil-CoA carboxilasa L C
N +  CO, N TN
H.C S-CoA F Biotina O C S-CoA
k=l H:
Acetil-CoA ATP ADP+ Pi Malonil-CoA

Esta etapa es irreversible y es limitante de lacigad en la biosintesis de acidos grasos. La
enzima acetil CoA carboxilasa es alostérica, eséidaupor citrato e inhibida por acidos grasos $ibre
y por acil- CoA de cadena larga como palmitil- C&A. actividad esta también regulada por

hormonas y por la dieta.

Reacciones de Sintesis de Acidos Grasos
A continuacién, se encuentra un esquema de lasioeas que conducen a la sintesis de palmitato en

los organismos superiores y bacterias.
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Etapa Reaccion Enzima
1 Acetil-CoA+HCO, +ATP _______, Maloml-CoA+ADP+Pi+H  Acetil-CoA carboxilasa
2 Acetil CoA+HS-EC —— Acenl EC + CoA Acetil transferasa
3 Malonil-CoA + ACP ————* Maloml-ACP + CoA Malonil transferasa
4 Acetnl-EC + Maloml-ACP » Acetoacetil-ACP + HS-EC + CO, Enzima condensante
5 Acetoacetil-ACP + NADPH + H —+ D-3-OH-butiril-ACP + NADP™ B-Cetoacil-reductasa
6 D-3-OH-butinnl-ACP A® butenoil-ACP + H,O 3-OH-acil deshidratas:
7 A’ butenoil-ACP+NADPH+H" _, Butiril- ACP + NADP” Enoil-ACP reductasa

Figura 5.5.Reacciones involucradas en la biosintesis de agide®s. Modificado desde Benyon, S.
“Metabolismo y Nutricién”, 3° Edicion.
El producto de esta secuencia de reacciones ed-B@P, asi se completa el primer ciclo de
elongacion. En el segundo ciclo el butiril es tfarido desde la ACP a la enzima condensante (EC)
formandose Bultiril-EC, éste se condensa con otdgauta de malonil-ACP y se repite el ciclo para
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formar un hexil-ACP. Los ciclos de elongacion coa#in hasta llegar a palmitil-ACP, el cual se

hidroliza por una esterasa para producir palmitathCP. Para la sintesis de &cido palmitico se
consumen 7 moléculas de ATP y 14 NADPH.

Comparacion de la Sintesis y Degradacion de los dos grasos

SINTESIS

DEGRADACION

Activa

Tras comidas, situacion post-
prandial

Ayuno y ejercicio prolongado

Principales tejidos implicados

Higado y tejido adip

Musculo e higado

Zona

Citosol Mitocondria
Donante/ productor de 2C Acetil-CoA/ Malonil-CoA @td-CoA
Transportador'de Acido Graso Unido a ACP Unido a CoA
activo
Enzimas complejo multienzimatico: Probablemente no asociadas.

acido graso sintasa

Oxidante / reductor

NADPH

NADy FAD

Control alostérico

El citrato activa la acetil-CoA
carboxilasa, el palmitil-CoA la
inhibe

Malonil-CoA inhibe la carnitina-
acil-transferasa |

Control hormonal

La insulina activa la acetil-CoA
carboxilasa, la adrenalina y el
glucagon la inhibe

La adrenalina y el glucagon activ
la lipasa, la insulina la inhibe

Producto

Palmitato.

Acetil CoA

CICLO DEL GLIOXILATO

Los vertebrados no pueden utilizar los acidos graseel acetato derivado de ellos como

material de partida para sintetizar glucosa medigiconeogénesis. Sin embargo, en las plantas,

ciertos invertebrados y algunos microorganismosaadtato puede ser utilizado como fuente de

fosfoenolpiruvato para la sintesis de glucidosegios organismos las enzimas del ciclo del glitxila

(figura 5.6) catalizan la conversion neta de aoatatsuccinato u otro intermediario de cuatro akomo

de carbono del ciclo de Krebs.

Al igual que ocurre en el ciclo de Krebs, en elacitel glioxilato el acetil-CoA se condensa con

el oxalacetato para dar citrato que luego es ctideeen isocitrato. En este caso, sobre el isdoitra

actla la isocitrato liasa formando succinato yxjlido. El glioxilato se condensa con una segunda

molécula de acetil-CoA para dar malato en una iéacatalizada por malato sintasa. Las enzimas
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isocitrato liasa y malato sintasa son especifi@scitlo del glioxilato, mientras que las enzimas

restantes son comunes a las enzimas del cicloelessKson isoenzimas).

Il
CH;—C—5-CoA
Acetil-Cod
L L .t\".
0=C—C00 — "“&.\\\
! Citrato .
CHy—CO0 sintase ~,
Oxalacetato \'\_
" k-l
;”P . NADH ?Hz—CO‘D
/ HO—(—C00"
;-3 Malato deshidrogenasa CH, —-CO00
{ NAD* Citrato
coo™ Ciclo del ]
| glioxilato |
HG_?H Aconitasa
CH,
b CHy—C00™
Co0 [ ]
Malato ?H—CDD
N\ HO—CH—CO0"
" Malato (I) Isocitrato
sintase =
e l’f—o Isocitrato o
0 C=0 liasa
I
CH;—C—8-CoA fl-I &
Acetil-CoA  Glioxilato 'leHu—G 00"
CH,—CO00 "
Succinato

Figura 5.6.Reacciones que intervienen en el ciclo del gliagildlelson & Cox, “Lehninger. Principios de
Biogquimica”, 4°Edicion.
En cada vuelta del ciclo del glioxilato, se consnrdes moléculas de acetil-CoA, mientras que
se produce una molécula de succinato, disponibta fiaes biosintéticos. El succinato puede

convertirse a través de fumarato y malato en ogtd#w, el cual, a su vez, puede transformarse en
fosfoenolpiruvato y producir glucosa mediante ghemgénesis.
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PROBLEMAS DE APLICACION
DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS

1- a) Se oxida palmitato (91} en condiciones de funcionamiento del ciclo debikres Cudl sera la

localizacion del“C en los siguientes compuestos?

» Acetil-CoA.

» Citrato. Considérese tan solo una vuelta al Ciel&ebs.

» Butiril-CoA.
b) Si el acido palmitico solo estuviera marcadmesicion de @ y Cis al degradarse por beta-
oxidacion la unidad de acetil-CoA marcada serf@daucida:

» apartir de la ruptura tiolitica del beta-cetop&ilrGoA

» a partir de la ruptura tiolitica de acetoacetil-CoA

2- Con respecto a Rroxidacion del acido estearico (18 C), responda:
a) ¢Cuantos ciclos son necesarios para oxidarlo hasté-CoA cuantos se producen?
b) ¢Cuantos ATP se generan? Considere el procesdaivicam.

c) Calcule el rendimiento de ATP cuando el acido édamo completamente hasta £0H0.

3- Demostrar que el rendimiento de ATP por la oxidaae un 4cido graso de 6 carbonos es mayor

que el de una hexosa. Considerar que el catabopsocede hasta G@ H.O.

4- Suponga que tuviera que subsistir con una dietsistente en grasa de ballena y foca, sin
practicamente ningun aporte de glucidos.
a) ¢ Cual seria el efecto de la privacion de glicatbre la utilizacion de grasas para la obtencion
de energia?
b) Si la dieta no contiene glicidos en absoluterigsnejor consumir acidos grasos de cadena par o

impar?

BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS
5- Suponiendo que se incuba homogenato de tejidgpgsee todas las enzimas necesarias para la
sintesis de acidos grasos y también NADPH, ATP;HC® 2-1“C—piruvato ¢ Cudles seran los atomos

de carbono que resultaran marcados en el aciddtmaith

6- ¢Cual de los siguientes compuestos puede serdr lpasintesis neta de &cidos grasos en el
organismo de la rata? ¢Cuantos a&tomos de carbonaddeuno de ellos pueden ser convertidos en
carbonos de acidos grasos?

a- Fructosa b- Sacarosa c- Bicarbonato de sodio
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7- Cuantas moléculas de glucosa se convierten enosdpd-P cuando una molécula de &cido
palmitico se sintetiza a partir de acetil-CoA? Gaere que los carbonos del oxalacetato producido
por el clivaje del citrato, regresan a la mitocdadr través de malato y no por el piruvato que ipodr

obtenerse por accion de la enzima malica.

8- Considérese una preparacion que contiene todasnlamas y los cofactores necesarios para la
biosintesis de los acidos grasos a partir de @&e#ly malonil CoA que se han afiadido.
a) Si la molécula de acetil CoA marcada con deut@sidtopo pesado del hidrogeno) y un

exceso de malonil CoA se afladen como sustrato.

cn - C=(K

¢ Cuantos atomos de deuterio se incorporaran analdaula de palmitato?

S- CoA

* ¢, Cudles son sus localizaciones? Explicar.

b) Si se afiaden como sustratos acetil CoA sin mgreedonil CoA marcada con deuterio
"00C -Ch -C =0
AN
S - CoA
¢ Cuantos atomos de deuterio se incorporaran analdaula de palmitato?

« ¢ Cudles seran sus localizaciones? Explicar.

CICLO DEL GLIOXILATO

9- Se ha observado que durante el crecimiento des/adngos patégenos de plantas hay una elevada

expresion de la enzima isocitrato liasa. Estos bengn favorecido su desarrollo, con respectoas otr

especies, en condiciones de baja concentracidludesg, baja tension de oxigeno y altos niveles de

acetato.

a) ¢Como explica que una mayor expresion de isociliesta favorezca el desarrollo de estos hongos
en las condiciones mencionadas?

El ciclo del glioxilato también es llevado a calmosemillas en germinacion.

b) ¢Cuél seria la principal fuente de carbonos ecasa?

¢) ¢Qué organelas estarian implicadas?

d) Explique el sentido general de ciclo del glioxilat@€onsidera que se trata de una via anabdlica o

catabodlica?
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GUIA DE ESTUDIO

Degradacion de Acidos Grasos

- Esquematice la primera secuencia de reaccionés diegradacion de palmitoil-CoA, mencionando
las enzimas que intervienen.

- ¢ Qué enzima interviene en el proceso de activad#un acido graso? ¢Cuantas uniones de alta
energia se gastan en este proceso? Formular tdeac

- ¢ Como se transporta el acido graso desde ebkida mitocondria?
- ¢ Cuales son las coenzimas que intervienen enne o dg-oxidacion?
- ¢En qué lugar de la célula ocurre el procescedeadacion de los acidos grasos?

- ¢Cuales son los productos de la degradacion décigio graso de numero impar de &tomos de
carbono?

- ¢(Cuantos ATP y cuantas moléculas de acetil-Copragucen por degradacion de un acido graso de
12 atomos de carbono hasta acetil-CoA? ¢ Idem Gax2ay H207?

- ¢En qué procesos metabdlicos pueden utilizasseddbonos provenientes de la degradacion de los
acidos grasos?

Ciclo del glioxilato
- ¢ En qué tipo de organismos ocurre y cudl es jgtiat?
- Localizacion celular. Esquema de las reacciompdicadas.

- Diferencias con el Ciclo de Krebs.

Biosintesis de Acidos Grasos
- Esquematizar las etapas de la sintesis de &gidess indicando las enzimas correspondientes.

- ¢ Cual es el intermediario del Ciclo de Krebs maasporta los grupos acetatos desde la mitocondria
al citosol?

- ¢ Cudl es la etapa limitante de la velocidad decién y cuales son los moduladores de la enzima?
- ¢ Cudles son los precursores de la sintesis desagiasos?

- ¢ Cuantas moléculas de NADPH y ATP se requierem giatetizar palmitoil-ACP?

- ¢ De donde proviene el NADPH?
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TRABAJO PRACTICO DE AULAN ° 6
METABOLISMO DE AMINOACIDOS Y NUCLEOTIDOS
DEGRADACION DE AMINOACIDOS

OBJETIVOS

Que el alumno sea capaz de:

e Comprender el proceso de degradacion de los anmiftzdcomo fuente de energia para los
organismos.

e Conocer los mecanismos de degradacion de amin@citdansaminacion, desaminacion
oxidativa, destino del grupo amino y de los esduaslearbonados.

e Comprender la via de eliminacion del amoniaco wegalel ciclo de la urea, las reacciones y
enzimas involucradas, regulacién, origen de losus®res, localizacion intracelular, balance
energetico.

» Interrelacionar el metabolismo de los amino&cidnsatras vias metabdlicas.

* Entender la importancia de los aminoacidos porfgnsiones precursoras y valorar su papel

fisioldgico en los organismos.

INTRODUCCION

La funcion fundamental de las proteinas en la diegala de proporcionar nitrégeno
aminoacidico para la sintesis de nuevas proteir@sog compuestos nitrogenados no proteicos. En
los mamiferos, las proteinas de los alimentos sgaridas por enzimas proteoliticas del tracto
intestinal, a péptidos pequefios 0 aminoacidosslibre

Entre las enzimas proteoliticas podemos mencidaapepsina presente en el jugo géstrico,
proteasas segregadas por el pancreas (tripsimaptjijgsina, carboxipeptidasas A y B, elastasa)ry po
las células de la mucosa intestinal (aminopeptgjaipeptidasas).

Los aminoécidos libres y los péptidos pequefiobserben a través de las células de la mucosa
intestinal. Existen mecanismos especificos de alisgrque incluyen transportadores de membrana
para amino&cidos acidos, basicos y neutros. Losdpépabsorbidos son hidrolizados a aminoacidos
en el interior de la célula intestinal, los cuglasan luego a la vena porta para su transporigadd
u otros tejidos.

Ademas de su rol primario en la sintesis de pragetisulares, los aminoacidos pueden ser
convertidos en otros metabolitos esenciales o sgradados a sus esqueletos carbonados tras la
eliminacion del grupo amino. Los restos carbongmesien convertirse en otros metabolitos (glucosa,
cuerpos cetodnicos, etc.) u oxidarse mediante @& die Krebs, para producir GCH.O y ATP. La

pérdida del grupo amino ocurre por dos rutas grales: transaminacion y desaminacion oxidativa.
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La ecuacion general de transaminacion puede rejisgse:

) R’ g : R
| Transaminasa |
HN—C—H ¥ ¢=0 *=—— c=0*%* HN—C—H
| | Fosfato de | |
L‘{ '": ) {,‘l ]{ ¥ |undux:ll L": Wy L": W

Aminoacido  a-cetoacido
Uno de losu-cetoacidos implicados con mayor frecuencia emdasciones de transaminacion
es el a-cetoglutarato. Cuando éste recibe el grupo amigdido por alanina la reaccién es

catalizada por la enzima alanina-amino transfe(As#\T) también conocida como glutamico-

pirtvico transaminasa (GPT).

i i
I £ I -
- o -
0, 0 —5 o, 0 A—NH!
\(I:/ E::L (l: HLI, NH,
N CH,
HC—NH + s e + | "
! 3 CH, GPT o ALAT | CH,
CH, [*. CH, [*.
c—0 c=0
1 1]
o) O

Cuando el proceso de transaminacidn ocurre entetoglutarato y aspartato, la enzima que
cataliza esta reaccion es la aspartato-amino @wassf (ASAT), también conocida como

glutdmico-oxalacético transaminasa (GOT).

Ll -
o 0O |I'!_|."1_ - - [ill -
0, 0 C-0
C C= C I +
) S [~ GOToASAT [ HC—NH
da o+ e — [ - CH,
[ e CH, CH, eH
I &—0~ c s
o0 il 0”0 R
0 0

A diferencia de las reacciones de transaminacidia® cuales hay una transferencia del grupo
amino de los amino&cidos hacia un alfa-ceto acido,de los procesos de pérdida del grupo amino
ocurre a través de la reaccion de desaminaciératiédLa reaccion de desaminacion oxidativa
es catalizada por la enzima mitocondrial glutamdtshidrogenasa, la cual cataliza
reversiblemente la separacion del grupo amino bighmato. El amoniaco liberado puede
unirse ala-cetoglutarato para generar L-glutamato, por lactasirve también como una via
de sintesis. La enzima utiliza como coenzima al N\ABI NADP. En la reaccién directa

generalmente participa el NAD se forman-cetoglutarato y amoniaco. Esta es una enzima
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alostérica siendo sus moduladores positivos ADPD® @ sus moduladores negativos ATP y
GTP.

El amoniaco a pH fisiolégico capta un protén y saveerte en ion amonio; ambos
compuestos nitrogenados son altamente toxicosgdobio a nivel de cerebro. Una de las
posibles razones de su toxicidad se deberia aatjaementar los niveles de amoniaco en las
mitocondrias, se invierte la reaccion catalizada lpoglutamato deshidrogenasa hacia la
formacion de L-glutamato. E&-cetoglutarato, un intermediario del ciclo de Krebs

desapareciendo y, por consiguiente, se deprimevestie oxidacion y la formacion de ATP,
indispensable para el cerebro.

Coo CH;
| |
CH; Glutamato CoO-
| Deshidrogenasa |
CH; +H:.0+NAD —— CH; + NHs + NADH+ H”
| ) |
“H:N- C-H (t) ADP-GDP C=0
| (-) ATP-GTP |
Coo COO-
L-Glutamato ci-cetoglutarato

En la mayoria de los vertebrados terrestres, af ijeherado por desaminacion oxidativa, es
transformado en urea, metabolito no toxico quexesetado. Sin embargo, esta transformacién
ocurre en higado, por lo tanto, el amoniaco dddsjperiférico debe ser transportado hasta este
organo, o bien, hacia rifibn, en donde se excremaoctl. Como el amoniaco es toxico, es
transformado primero en glutamina, compuesto hwody bajo esa forma es transportado hacia
higado y rifién (figura 6.1).

La sintesis de glutamina tiene lugar por accidtadmzima glutamina sintetasa que cataliza
la siguiente reaccion:

Glutamina
sintelasa
ATPE + NHy* + glutamato -,  ADP + P14+ glutamina + HY

I,',Ig-H-

En la mayor parte de los animales, la glutamin&rassportada por via sanguinea hasta el
higado en donde se transforma en glutamato y acwmpi@ accién de la enzima glutaminasa. Esta
enzima también se encuentra en los tibulos renales.

Glutaminasa

Glutarmina + HaO —_ 4 Glutamato + MHy*

-60-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

En la mayoria de los vertebrados terrestres, el*ldsi4formado se convierte en urea en el higado,

a traveés del ciclo de la urea, y luego ésta estada con la orina.

Misculo esquelético / ] I
otros tejidos l

Amincacidos

a-Celoglutarato

Glutamato

a-Cetoacidos . Glutamina sintetasa |

'
R
i N - e e

ni | tamina
Glutamato ,_k . | Glutamato ‘_/L, .
tamato deshidragenass ,||I|, | Glutamatn deshidrogenam f}
a-cetoglutarato . e~cetoglutarato .
\_’ Urea ——1——=Urea j

Fig. 6.1.Transporte de Nitr6geno al higado y al rifién. Féduglasco, Romero, Yafiez. “Bioquimica.
Conceptos esenciales”.1° Edicion.

Ciclo de la urea

Los &tomos de nitrogeno de los grupos alfa amiepamdos de los aminoacidos durante su
degradacion oxidativa, son excretados por orinfoana de urea, amoniaco o acido Urico, segun la
especie.

La formacion de urea tiene lugar en el higado yaalizada por una secuencia de reacciones
enzimaticas que se denomina ciclo de la urea €igu?). En este ciclo se utiliza el amoniaco que
proviene de las reacciones de la enzima glutamioas® desaminacién oxidativa y €O/ se
incorpora luego otro resto amino proveniente dphdato. La urea es transportada por la sangre a lo

rinones y se elimina por orina (figura 6.1).
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Aminodicidos
Transaminacidn a oxalacetato
Ghatar¥ato
Citosof Mitacorndric
NH; -C-MH, =,
[
] Clutarnato
Urea \
Ornitina t-cetoghitarato
Anginase sluteanaio deshidrogenasa
Lig Sistema de transporte i
? especifico Chqitina 2ATP + COz+ MHy*+ H;O
Arginin:
el Cavbaal
fosfate anteas
Fumaratn =~ “fFninesesizas ZADP+Pi
CICLODE LA MH;
'\ UREA Ormitina £=0
Transearbonilos 2-POyH,
’ Carbamil fosfato
Arginosuccitjato 2]
Argminosuccina Sintetass trulina

AMP + PPi _ Matric
' Citrulina
ATP

L spartato
Transaminaricn a e-cetoghitarato

aminnacidos

Figura 6.2. Representacion esquematica del ciclo de la urea.

Destino del esqueleto carbonado de los aminoacidos

Para la degradacion existen secuencias multienzesague convergen finalmente en unas
pocas rutas terminales que conducen a piruvatt|-&c#\ o a los intermediarios del ciclo de Krebs,
de acuerdo al esquema de la figura 6.3.

De acuerdo con el mencionado esquema, los amirasdpiteden ser clasificados como:
1- Aminoacidos que se catabolizan transformandosgiravato: alanina, cisteina, glicina, serina y
treonina.
2- Aminoéacidos que se catabolizan transformandoseetoacetil-CoA fenilalanina, tirosina, lisina,
leucina y triptéfano.
3- Aminoacidos que se catabolizan transformandossaacetato asparagina y acido aspartico.
4- Aminoacidos que se catabolizan transformandoseecinil-CoA: isoleucina, metionina y valina.
5- Aminoéacidos que se catabolizan transformandose@etoglutarato: acido glutamico, glutamina,
histidina, arginina y prolina.

6- La ruta defumarato es seguida por algunos atomos de carbono desintry la fenilalanina
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Lisins Arginina |

! Leucina - Histidima ;
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! Trptofane : |  Alsning 5 I_Aspanata

Fig. 6.3.Destino del esqueleto carbonado de los aminoacidos.

Degradacion de aminoacidos a piruvato

El esqueleto carbonado de seis aminoacidos es tisloven parte, o totalmente en piruvato
(figura 6.4). El piruvato luego puede ser transfadm en acetil-CoA y eventualmente, ser oxidado en
el ciclo de Krebs, o bien, en oxalacetato y desviadjluconeogénesis. Los aminoacidos que pueden
ser transformados en piruvato son alanina, tripmfa&isteina, serina, glicina y treonina (figurd)6.
Alanina es convertida en piruvato, por transamiraciirecta coru-cetoglutarato, y la cadena lateral
de triptéfano es clivada para originar alanina,guavez, piruvato. Cisteina es convertida en ptava
luego de dos pasos; en el primero se remueve raloatie azufre, y en el otro ocurre una reaccion de
transaminacion. Serina es transformada en piruvegdiante la accion de una serina deshidratasa,
reaccion en la cual piridoxal fosfato actia comenzima. El aminoacido glicina es degradado a
través de tres vias diferentes, de las cuales emaite la obtencion de piruvato. Asi, glicina se
convierte en serina mediante la adicion enzimatelagrupo hidroximetilo. En este caso, interviene
una hidroximetil transferasa que requiere fosfatopdidoxal y tetrahidrofolato como coenzimas.
Serina, es metabolizada a piruvato como ya fueriggsenas arriba. En la segunda via de degradacion
de glicina, que predomina en animales, este amithm&s clivado oxidativamente a CO2, NH4 y un
grupo metileno (-CH2-)
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Toetmia que pueds seguirse su desting,
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NH,
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v [ 1,0
desliidinlans H,0
MH;
0 SH NH,
cm—t!.—trﬂo- S (l}H;—GH—ﬂDD'
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Figura 6.4.Degradacion de los seis aminoacidos para genetampd. Nelson & Cox, "Lehninger. Principios

de Bioquimica", 42 Ed.

Catabolismo de aminoacidos aromaticos: fenilalaning tirosina

El aminoacido fenilalanina se convierte en tirosimadiante una reaccioén irreversible catalizada

por fenilalanina hidroxilasa.

NH,
CHy—CH—CO00

Fenilalanina

C=C

THE: tetrabidmohinptering

N&DH+H*

NH,
CH;y —én—cm

Tirosina |

Fenilalanina hidroxilasa HO—
R

0, H,0 :
NaDH*

En la enfermedad hereditaria denominada fenilcetanwexiste un déficit de la enzima

fenilalanina hidroxilasa. En esta situacion, fdaitina se acumula y transamina, formando el
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cetodcido fenil-piruvato. Este compuesto originaghu fenil-acetato y fenil-lactato, los cuales son

excretados en grandes cantidades por los pacigoegpadecen esta patologia. Por prevencion es
obligatorio el diagnéstico de esta deficiencia edica en todos los recién nacidos, ya que la fata

un tratamiento adecuado y a tiempo, conduce aa&iécat del sistema nervioso y la consecuente

alteracion de las funciones intelectuales.

Funciones precursoras de los aminoacidos: conversi@ productos especializados

La sintesis proteica es la funcion sintética ppaktte los aminoacidos, desde un punto de vista
cuantitativo, pero ademas sirven como precurs@exrds compuestos nitrogenados. Los compuestos
derivados de aminoacidos, fisiolégicamente muy ingmtes, constituyen los llamados péptidos
bioactivos que incluyen al hemo, purinas, pirim&din hormonas, neurotransmisores. Estos
compuestos tienen gran importancia médica o fartbgioa.

Glicina: la molécula entera de glicina es utilizada paraihtesis de purinas. EICCy el N se
emplean en la sintesis del hemo. Este aminoaamoi¢éa es precursor de la sintesis de glutation.

Histidina: es precursora de la sintesis de histamina paradesxilacion. En los tejidos de
mamiferos esta reaccion es catalizada por una rbesdasa (L-aminoacido aromatico
descarboxilasa) que también cataliza también leadlesxilacion de fenilalanina, tirosina, triptofaypo

DOPA. Esta presente en rifidon y otros tejidos y emposfato de piridoxal como coenzima.

%
HCO=—=C—CH—-C—-CQ O~ HC=——C—CH,—CH,— NH;
| | escarboxilasa | ] _—
N NH H Na NH >0,
‘%C/ Pindoxalfosiatn (|:
! ;
| fistidina Histamina

La histamina es una amina bidgena de gran actividadlogica. Disminuye la presion
sanguinea, pudiendo provocar un colapso vascules suministrada en grandes dosis. Estimula la
secrecion de HCl y pepsina en el estomago.

Tirosina y triptéfano : a partir de estos aminoécidos por descarboxiesgobtiene tiramina y
triptamina respectivamente, ambas aminas con avaswconstrictora.

Triptofano ademas es precursor de muchos compudstdandamental importancia para el
hombre. Una de las vias que puede seguir este aantmocomprende su hidroxilacion en el C5,
formando asi 5-hidroxitriptofano, el cual en ungywwa etapa se descarboxila y forma 5-
hidroxitriptamina, también llamada serotonina, umdgroso vasoconstrictor y estimulante de la

contraccién del musculo liso.
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Acido glutamico: por descarboxilacién, se forma el acidaminobutirico (GABA). La enzima

que cataliza esta reaccion se encuentra preferentenen la sustancia gris del sistema nervioso

central.

El GABA es un intermediario quimico reglda de la actividad neuronal. Actia como

inhibidor de la transmision del impulso nerviosau 8eficiencia provoca cuadros de epilepsia.

Farmacoldgicamente el GABA se utiliza para el tragato de epilepsia y de hipertension.

Fenilalanina y tirosina: pueden seguir una via metabdlica que conduce sinkesis de

sustancias de gran actividad fisioldgica llegandda aformacion de catecolaminas (adrenalina,

noradrenalina y dopamina)

@ Tirosi mn,ﬂ @ J)-Et.(dlhn\l].lhi @
H, Bm;ﬂ "11]1 H, Pin rlowcal u.hf:t o
"H,N— c H Dz "HyN— C‘, —H COz CH —NH;
C0.0_ CO.D_
L-tirosina 3. A-dihidroxifenilalanina Dopamina
(DOPA)
OH OH
. OH OH
Dopamina
hidroxilasa Transmelilaga
e S e e R
VIL?I‘H'IFI.’I ( CH OH S-Dd{‘l]{}:&j}ﬂiﬁuﬂtllflu CHOH
[ I
O, CH,—NH; ~CH, CH—NH;
CH,
Noradrenalina Adrenalina

Figura 6.5. Reacciones quimicas involucradas en la sintesiat@eolaminas a partir de tirosina. Blanco,

“Quimica Bioldgica”, 8° Ed.

Tirosina también es precursor de la melanina, pigangue da color a la piel y el pelo, y de las

hormonas tiroideas: triiodotironinadjTy tiroxina (Ts).
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) Nombrar losu-cetoacidos que se forman por transaminacion deidogentes aminoacidos:

a- Aspartato

b- Glutamato
c- Alanina

d- Fenilalanina

2) Dos grupos de ratas fueron alimentadas Nraspartato. Un grupo fue también alimentado con
fluoracetato (el cual es convertido en fluorcitrafoe es un inhibidor de la aconitasa). Despuégede
dias, los animales fueron sacrificados, las pragefrepaticas hidrolizadas, y el glutamato se d@térm

por la presencia déiN. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo con Grupo con

N-aspartato | °N-aspartato y fluoracetat

|®)

Glutamato aislado 0,65 0,12
% de'™N

Explicar la disminucién de la incorporacion’dd en el glutamato del segundo grupo.

3) Los tres carbonos del lactato y de la alanina posstados de oxidacion idénticos, y los animales
pueden utilizar cualquiera de ellos como fuentdaaada para combustible metabdlico. Compare el
rendimiento neto en ATP (moles de ATP por mol detratp) para la oxidacion completa (a GO

H-0) del lactato frente a la alanina cuando se irclayexcrecion de nitrogeno en forma de urea.

4) Se realiz6 un cultivo de hepatocitos de rata, dar@0 min a 37°C, y se colocaron diferentes
compuestos, determinando a su vez, la producci@ngieina y malato. Los compuestos agregados, y

las concentraciones de arginina o0 malato obtenidas, resumen en la siguiente tabla:

Bustancia agregada Sustancia aslada
L-aspartato | Glutamato | Ozalacetato | Cirulina | Fosfoenol | Arginina | Malato
20 ph 20 phd 30 phd 20 pll | piruvato
+ - - + + 14,4 14,5
n - . - T 0.0 0.0
n _ - + - 09 1,0
- " " " n 70 6.8
- + - + + 0,0 0.0
- + + - + 0,0 0,1
- - + + + 0,0 0,2
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La mezcla de incubacién fue la siguiente: ATP 4 gifato de magnesio 13 uM y buffer fosfato pH
7,5. La arginina se estimé como urea debido ad&ade la enzima arginasa.

¢, Qué conclusiones puede obtener de estos datos?

GUIA DE ESTUDIO
Degradacion de aminoacidos

- Formule las dos reacciones mediante las cuadegnhinoacidos pierden su grupo amino.

- ¢ En qué lugar de la célula se encuentran lameszjue catalizan estas reacciones?

- ¢ Cudles son los inhibidores y activadores alest®de la enzima glutamato deshidrogenasa?
- Formule las reacciones de transaminacion de GGPY.

- ¢ Cual es el cofactor que utilizan las transammgscomo actiua?

- ¢ COmo se sintetiza glutamina? Formule la reacmdnpleta.

- ¢ Mediante qué reacciones la glutamina se tramsfen un intermediario del Ciclo de Krebs?
- Esquematice la reaccion de fenilalanina a ti@gndicando enzima y cofactor.

- ¢ En qué vias metabdlicas pueden utilizarse lmdustos de degradacion de los aminoacidos?
- ¢ Qué intermediarios del ciclo de Krebs se forpandegradacion de cada uno de los aminoacidos?
- ¢, Cudles son los aminoacidos glucogénicos y ceitog?

Ciclo de la urea

- ¢En qué érganos se lleva a cabo el ciclo desa?ur

- ¢ En qué lugar de la célula ocurren las diferemasciones del ciclo y qué funciones cumple?

- ¢,Cuales son las dos reacciones que permitemmamation del grupo amino de los aminoacidos y su
entrada al ciclo de la urea como ion amonio?

- ¢,De cudles aminoacidos provienen los nitrogeada drea?

- ¢De qué reaccién proviene el primer grupo amine entra en el ciclo de la urea en forma de
amoniaco libre?

- ¢Cudles son las reacciones que consumen eneggianyos enlaces ricos en energia se gastan en
cada una de ellas?

- ¢ Qué productos de deshecho se eliminan porleldada urea?

BIBLIOGRAFIA

BLANCO, A., "Quimica Biolégica", Ed. El Ateneo, &dicion, Bs.As., 2006. Reimpresion afio 2007.

FEDUCHI, E., BLASCO |, ROMERO, C. , YANEZ, E. “Biagmica. Conceptos esenciales”, Ed.
Panamericana, 1° Edicion, 2010. Reimpresién afi¢.201

LEHNINGER, A.L., NELSON, D., COX, M., "PrincipiosedBioquimica", Ed. Omega, 4° Edicion,
2006. Reimpresion afio 2008.

-77-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

BIOSINTESIS DE NUCLEOTIDOS
OBJETIVOS
Que el alumno sea capaz de:
e Comprender los fundamentos de la sintesis de lasshaitrogenadas y de los nucleétidos y
desoxinucleotidos, como precursores de acidos icosle
* Reconocer los precursores de la sintesis del ndelgairina y pirimidina.
* Interrelacionar el metabolismo de los nucleotidms atras vias metabolicas.
e Comprender los mecanismos de regulacion de lasggrde nucledtidos.
* Abstraer la importancia de la recuperacion de bpdesas y pirimidinicas.
e Conocer y comparar la degradaciéon de los nuclestipidricos y pirimidinicos en diversos

organismos.

INTRODUCCION

La biosintesis de los desoxirribonucleétidos y @k ribonucledtidos, constituye un proceso
fundamental en todas las células, puesto que ldgdtidos son los precursores directos del DNA y
del RNA, y ademéas muchos participan en el metaholisomo coenzimas.

Un aspecto importante de la biosintesis de losetidios lo constituye la ruta de formacién

de sus bases: las pirimidinas y las purinas.

Tanto los nucleétidos como sus bases nitrogenadamplean con economia, en la mayoria
de los organismos no se utilizan como fuente degéme

Los ribonucledtidos y desoxirribonucleétidos santetizados a partir de compuestos sencillos
y en la mayor parte de los organismos siguen lanenigia (solamente algunas bacterias requieren
bases puricas o pirimidinicas preformadas).

Estas vias de biosintesis de los nucleétidos sstd@etidas a estrictos mecanismos de control
a través de enzimas alostéricas. Dado que losocdagoxirribonucleétidos principales y los cuatro
ribonucledtidos fundamentales se hallan insertado®l DNA y en el RNA de las células segun
relaciones molares especificas, dichos mecanisegagadores se adecuan para lograr una proporciéon
de nucledtidos conveniente para cada tipo de didizico y para cada tipo de célula.

Tanto el DNA como el RNA son polinucleétidos constlos cada uno por:
- una base nitrogenada
- un grupo fosfato
- una pentosa

En el DNA la pentosa es la 2-D-desoxirribosa, lasels nitrogenadas derivadas de la purina

son adenina y guanina y las derivadas de la pii@ision timina y citosina.
En el RNA la pentosa es la D-ribosa, las basesg@tradas derivadas de la purina son adenina

y guanina y las derivadas de la pirimidina sonilgaccitosina.
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Biosintesis de ribonucledtidos puricos
Se ha podido determinar el origen de cada unosieddoonos y nitrégenos del ndcleo de la

purina:

Glicina

| g \C «—— Formiato
C e MO et
‘N N
I
f

Formiato \

N amida de
la glutamina

Figura 6.6. Origen de los atomos de carbono y nitrégeno qustitayen el anillo de purina. Nelson & Cox.
“Lehninger. Principios de Bioquimica”®&dicion.
Aungque podria esperarse que se sintetizase eb at@éllpurina en primer lugar y se uniese
después la porcion de fosfato de ribosa, la biesigide los ribonucleétidos puricos comienza con la

ribosa-5-fosfato y sobre él, se construye el adilgurina en etapas sucesivas (figura 6.7).
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e HN 1\|I (CAIR)
OH OH k
~ Glicina | Asoartat
. pariato
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® - N1 _Formil 1, folato 2 1[1 (SAICAR)
=+ H, folato
H @ » Fumarato
N
I O
Hz(lj (HI*H Formilglicinamida (|_L,
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} H,N |
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i

5-Aminoimidazol
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(6) N"-CAIR sintetasa
@ AIR carboxilasa
0 NA.CAIR mutasa
@ SAICAR sintetasa
(9) SAICAR liasa
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@ IMP sintasa

OH OH
Inosinato (IMP)

Figura 6.7. Nucle6tidos puricos: Sintesis de acido inosi

nitéR). Nelson & Cox, “Lehninger. Principios de

Bioquimica”, 42 Ed.
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De acuerdo al esquema anterior, se observa quebtsEne como producto de la via el
monofosfato de inosina (IMP), a partir del cualivher los nucleétidos de purina monofosfato de
adenosina (AMP) o monofosfato de guanosina (GMB)ir@d 6.8).

0OC—CH, 800"
NH Fimuram
% GOP+p, NT N
A ity o 'Jr"'.’-‘ L’t '-N}-_F — = L,b
parts ™ N R
o ', e o Aﬂemlnsm:cmam
'J\,. - s Adenilosuccinato (Rib| (P N _H.h
HT L? Simietasa  Adenilogwecinato Adenilato
"h-N.e i.r, (AMP)
Rib — F
Inoainata HyO 3
MP) . | HAD
TS\ NADH +H?
IMP-.__~ ? Ga  Glo ﬁi’ AMP + PP,
deshidrogenasa — gy H} ‘-._ ;
e i .T-- h‘u XMP glutamina B@“’k
(Rib P anidotransferasa mb P
Xantilata .
{(XMP) h::;:tlllim

Fig. 6.8.Conversion de acido inosinico en AMP y GMP. Nel&o@ox, “Lehninger. Principios de Bioquimica”,
4 Ed.

Regulacion de la sintesis de purinas
La sintesis de nucleétidos puricos es reguladargtopalimentacién en varios niveles (figura
6.9):
a) Formacion de PRPP (5 fosforribosil-1-pirofosfator la enzima PRPP-sintetasa

ATP ANF
Ribosa-3-fosfato l\“- -"'/ > 5-fosforribosil-1-pirofosfato
PRPP sintetasn

b) Etapa que va desde PRPP a fosforribosilaminaalizado por la enzima
amidofosforribosiltransferasa, que es el princgtd de control. Los nucledtidos AMP, ADP, ATP,
GMP, GDP y GTP actian como inhibidores. Esta enzaméién es inhibida por IDP e ITP.

Glutamina Glutamato
5-fosfortibosil- 1-pirofosfato M A o -fosfortibosil- 1-amina
amidofosforribosiliransferasa

¢) En la via de bifurcacion del IMP para la forndgacide ATP y GTP. El GTP es utilizado en la
sintesis de AMP, mientras que el ATP se utilizal&esintesis de GMP. Esto lleva que haya un

equilibrio en la sintesis de los ribonucleédtidosadienina y guanina. Cuando se acumula GTP se
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activa la enzima adenilosuccinato sintetasa préddcse mas ATP. Cuando se acumula ATP se

activa la enzima GMP-sintetasa aumentando loseswd GTP.

RIBOSA-S-FOSFATO

lRibam—fagfam  pirofosfocinisa
__________________ - (-) (-} =7~ T TTTTTTTT
|
[ — PEPP I
I l amiidafosforribosil trensferse I
| ) v () T |
: Fosforrihosilamina |
I I
I I
| IMP |
| M P-Deshxfmgemcf(yl’ﬁ/ \@ﬁmcm sintetasa (GTP) |
I I
: A Hantilico Ar. Adenilosuccinico :
B :
[ () . v (1) | Adenilssucc |
| GMP sinte el P Ficeser |
| AMP +P ST :
I IR
________ GMP 4 AN AMP =TT
' T .. !
(;Il}P - *n_ﬂ}p
TP ATP

Fig. 6.9: Regulacion de la sintesis de nucleétidos de purina

Via de Recuperacién de purinas
Las bases puricas libres, ya sean que procedaa dimentacion o del catabolismo de los
acidos nucleicos, pueden ser recicladas en AMP & G mecanismo principal reside en la reaccion

de la adenina-fosforribosil-transferasa:

Adeninafosforrobosil-
transforasa

Adenina + PRPP AMP  + pirofosfato

En una reaccién semejante, la hipoxantina y la igaason transformadas en los nucledétidos
correspondientes por accion de la hipoxantina-gueafuisforribosil-transferasa

Hipoxautina-guoning
Josforribosil transforasa

Hinozantina + PRPP IMP + pirofosfato
Hipoxaniing-guaning
Josforribosil transferasa

Cuamna + PRPP GMP + pirofosfato
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Biosintesis de nucledtidos pirimidicos

La biosintesis de los nucle6tidos de pirimidinasirre de una manera algo diferente de la de
los nucledtidos de purina. En este caso el anédlgidmidina se sintetiza primero y luego se une al
fosfato de ribosa (figura 6.11).

Se necesita carbamil fosfato y aspartato como psewmes. La contribucion de ambos

compuestos en la formacion del anillo de pirimidiegouede representar de la siguiente manera:

carbamil fosfato/v

Aspartato

Fig. 6.10.0rigen de los &tomos de carbono y nitrégeno qustitayen el anillo de pirimidina.

El primer paso de la sintesis de los nuclettidosmilinicos, es la formacion de
carbamilfosfato. El grupo amino de este productocgde de la desaminacion de glutamina y la

reaccion es catalizada por la enzima carbamil fosfiatetasa:

Ci0, + 2 ATP + Clutaming ————— NH,OOOPD + 2 ADF + P1 + Glutamato
Carhamil-fosfaio

Una vez formado el carbamil-fosfato, éste se comlmon aspartato para formar carbamil-

aspartato. La reaccion es catalizada por la aspdréascarbamilasa (ATC).

ATC

Carbarml-fosfato + Aspartato T- Carbarrul-aspartato
1

Después de tres pasos se obtiene el primer nuwdedeg pirimidina (UMP) el cual se
convierte posteriormente en UTP y CTP.

La biosintesis de los nucledtidos pirimidinicosaegtgulada a nivel de la enzima alostérica
aspartato transcarbamilasala cual es inhibida por retroalimentacion por el RCTcitidin

trifosfato), producto final de la via
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Fig. 6.11.Reacciones involucradas en la biosintesis de étidtes pirimidinicos. Nelson & Cox, “Lehninger.
Principios de Bioguimica”, 4=d.

Via de recuperacion de bases pirimidinicas
Las células de mamiferos no poseen mecanismosrgauperar nucleotidos a partir de bases
libres. Sin embargo, poseen vias de recuperaciéa panvertir nucleésidos (uridina, citidina y
timidina) en los nucledtidos correspondientes.
Uridina + ATF — = aADP + UMP
Citidina + ATF —— ADP + CMP
Timidina + ATP ADF + TMP

Biosintesis de desoxirribonucleétidos
Normalmente los desoxirribonucledtidos no se dizdata partir de la desoxirribosa como
elemento de construccion, sino que se forman pducmon directa del carbono 2' de los
correspondientes ribonucledtidos (figura 6.12).
Esta via ha sido muy estudiada Encoli, donde los 4 ribonucleosidos difosfatos (ADP,
GDP, UDP, CDP) son directamente reducidos a losespondientes desoxi-analogos (dADP, d-
GDP, dUDP, dCDP). La reaccién es catalizada peoiblanucledsido difosfato reductasa, enzima

que requiere NADPH vy tiorredoxina como coenzimas.
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En el siguiente esquema se muestra la reduccigemeral de los nucleésidos difosfatos en

los correspondientes desoxi-nucledsidos difosfatos.

0
1l 1 1
HO-P -0 -P— O—CH A G ColU . HO-P-O-—~ P—O-—CH A.G, CoU
| ] o Ribonucledtido |
Q. O. reduyctasa 0. Q.
Tiorredoxi .
': ' oxina Ti s lo. . . Mo
SH SH §-S
Tioradoxina
Reductasa
NADP* NADPH + H*

Fig. 6.12.Reacciones involucradas en la biosintesis de deibmaucledtidos.
El control alostérico se realiza a nivel de la pragibonucle6tido reductasa o ribonucledsido
difosfato reductaseEl dATP actia como inhibidor general de la siste® todos los ribonucledsidos-

5’ -difosfatos.

Sintesis de acido desoxitimidilico

El DNA contiene la base timina en lugar de uracdim embargo, en la sintesie novosolo
se sintetiza el desoxirribonucleétido de uracitobbse pirimidina del ARN. La sintesis de timina
utiliza como precursor es el dUMP a través de gaaaion catalizada por la timidilato sintasa. Una
unidad monocarbonada es transferida desde®>,eNN-metileno tetrahidrofolato hasta el dUMP vy
luego, reducida para formar un grupo metilo. Laucein tiene lugar a expensas de la oxidacion del
tetrahidrofolato a dihidrofolato. La regeneracioel detrahidrofolato se logra por accion de una

reductasa con la participacion del NADPH (figurd3j.

Dihidrofolate

. ’/
B i T
Timidilato

0/\N Sintetasa o /\N

{
Desoxirribosa -(B Deaox'lrribcua B
dUMP dTMP
(Ac. desoxiuridilico) {Ac. desoxitimidilico)
dTMP ._Quinzsa_ . grpp ...QunEsa . oo
e ™~ /
/ A 4
i ¥ : v
ATP ADP ATP ADP

Fig. 6.13.Reacciones involucradas en la biosintesis de @gdoxitimidilico (dTMP).
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Catabolismo de purinas
Si las bases libres no son recuperadas y reutlizasbn degradadas y sus productos finales
excretados. Las principales purinas, adenina yigaase convierten en xantina, la cual es oxidada a

acido urico por la accién de la enzima xantina asid

ADENOSINA /
l > DEAMINASA
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Fig. 6.14.Catabolismo de bases puricas: formacion de acgido.Blanco, “Quimica Biolégica”, 8° Ed.

Catabolismo de pirimidinas

El catabolismo de las pirimidinas ocurre principahte en el higado y da por resultado la
produccion de una serie de productos finales atlitareolubles. Esto es opuesto a lo que ocurre en el
catabolismo de las purinas donde se producen catgsuescasamente solubles: &cido Urico y urato
de sodio

El desprendimiento de G@espiratorio a partir del C2 del nucleo pirimidinj representa una
via importante para el catabolismo de uracilo, saite y timina. Lap-alanina y el &cidop-
aminoisobutirico son los principales productoslésalel catabolismo de estas bases.

En pacientes leucémicos y en los sometidos a tiatéms con rayos X se produce un aumento

en la eliminacion dg-aminoisobutirico, como indice de la degradacidégexada del ADN.
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L0, MH; HMADFH HADPY
I- Citosinn 2, [racilo 2,  Dihidrowracilo=—=» B-Alanina + CO; + NH;

NADFH HWADFP

II- Timina %P Dpihidrotimina ——» — B-arinoisobutirato + COy + MNH;
Origen del tetrahidrofolato y sus transformaciones derivados transportadores de un carbono

El 4cido folico es un compuesto ampliamente disittid en las plantas. Su deficiencia en
mamiferos provoca una disminucién del crecimientapgricion de diversas formas de anemias. La
molécula de acido fdlico esta constituida por si#lares caracteristicos: una pteridisastituida,
acido p-aminobenzoico, acido glutdmico.

El efecto bioquimico mas sobresaliente de la dafitia de acido folico es el impedimento de la
biosintesis de purinas y de la timina (pirimidinad. forma coenzimatica del acido félico actia en la
transferencia de ciertos fragmentos monocarbonailizados en ésta y otras rutas biosintéticas.

El &cido tetrahidrofélico (FBH actia como transportador intermediario de grupos
hidroximetilos, formilo y metilo, en numerosas reaces enzimaticas. En el siguiente esquema se

puede observar las reacciones de reduccion y trana€ion del acido fdlico.

f ~C _1, ey
Acido f(l)‘;cé.\ N\‘ _© ri:"

Dihidrofolat MADIT - i*
1: MaDr

(FHa

Tetrahidrofolato (FH 4)

(RCINOM) (ROHD)
[LU4) 1:I.H‘l
TgOmw o

\I/\I"-
r H;O'il Fou'
NEmetlEHs B — 7Ny N nhﬁé}?m: N "" o e——

HAD* HADM = II* Mapr® nanm-lt‘

Fig. 6.15.Transformacion del acido félico para generar tammis metabdlicamente activas.
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) Indicar la(s) posicidn(es) en el anillo puriniasegse marcara(n) isotopicamente durante la sintesis
en las células expuestas a:

a) °N-aspartato b)'C-serina (grupo OH-C¥marcado) cfH-Oxalacetato (marcado uniformemente)

2) Algunas bacterias necesitan la inclusion de acidmmobenzoico en el medio de cultivo para
crecer con normalidad. El crecimiento de talesdveg esta inhibido severamente por la adicion de
sulfanilamida, una de las primeras drogas con pdaules antibacterianas. Ademas, en presencia de
ella se acumula 5'-fosforribosil-4-carboxamida-Sreoimidazol en el medio de cultivo. Ambos
efectos se invierten por adicion del exceso deogeidminobenzoico.

a) ¢,Cuél es el papel del Acido p-aminobenzoico?

b) ¢Por qué se acumula el compuesto mencionad@sengia de sulfanilamida?

c) ¢Por qué se invierten la inhibicion y la acuroidia por la adicion de exceso de &cido p-

aminobenzoico?

Acido p-aminobenzoico Sulfanilamida
O
||
H2N- -COOH HzN—@'S-NHz
11
O

3) El alopurinol, un inhibidor de la xantinoxidasa, emplea en el tratamiento de la gota crénica.
Explique la base bioquimica de este tratamients.gacientes tratados con alopurinol desarrollan, en
ocasiones calculos de xantina, aunque la incideteclasiones renales es mucho menor que la gota sin
tratar. Explique esta observacion a la luz de ¢asbilidades siguientes en la orina: Acido Gricd®

g/l; xantina: 0,05 g/l; hipoxantina: 1,4 g/l.

4) Se marcan los siguientes compuestos:

a) adenosina en el atomo delé®l grupo NH.

b) adenosina en el atomo de C 5.

¢) guanina en el atomo de N del grupo,NH

Mencione donde quedaria la marca en los produaagedradacion de purinas en el hombre: 4cido

arico y NHs.
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GUIA DE ESTUDIO

Metabolismo de nucleétidos

- En la biosintesis del fosforribosil pirofosfaigué compuestos se requieren?
- ¢Qué compuestos o intermediarios son comunes diiosintesis de los nucleotidos puricos y
pirimidinicos?

Nucleétidos puricos:

- Mencione las dos bases puricas que obtiene ia galrtMP.

- ¢, De qué sustancia proviene cada uno de los atpneosonforman el anillo de purina?

- ¢ Cudles son los compuestos necesarios parasotbgis?

- ¢A nivel de qué enzimas esta regulada su bie#sfite

- En la via de recuperacion de bases puricas ggué@ainterviene en cada una de las reacciones?
- Degradacion de purinas: produccion de acido teicel hombre.

Nucleétidos pirimidinicos:

- ¢, Cuales son las bases pirimidinicas que conoce?

- ¢, De qué compuesto proviene cada uno de los atpneosonforman el anillo pirimidinico?
- Formule la primera reaccion de la biosintesiawdedtidos pirimidinicos.

- ¢ Qué enzima interviene en su regulacién y cuél esmpuesto que la inhibe?

- Esquematice la sintesis de desoxitimidin monatoshdicando enzimas y cofactores.

- Degradacion de bases pirimidinicas: comparacidnet catabolismo de bases puricas.

Desoxirribonucleétidos:

- En la biosintesis de los desoxirribonucle6tidgsé;atomo de carbono se reduce y cudl es la enzima
gue cataliza la reaccion?

- Mencione los desoxirribonucledétidos que conoce.

- Esquematice la sintesis de desoxitimidinmonofosfadicando enzima y cofactores.

BIBLIOGRAFIA
BLANCO, A., "Quimica Biolégica", Ed. El Ateneo, &dicion, Bs.As., 2006. Reimpresion afio 2007.
LEHNINGER, A.L., NELSON, D., COX, M., "PrincipiosedBioquimica", Ed. Omega, 4° Edicion,
2006. Reimpresion afio 2008.
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TRABAJOS PRACTICOS DE
LABORATORIO
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CURVA DE CALIBRACION:
INFORMACION PARA EL TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO  N°1

OBJETIVO
Que el alumno sea capaz de:
e Comprender el fundamento de la utilizacién de caid@ calibracidén para obtener el valor de
concentracion de una sustancia en solucion.
» Conocer como se desarroll6 la curva de calibrad@azUicares reductores que se utilizard en

el trabajo practico de actividad de Invertasa.

INTRODUCCION

Una curva de calibracion es una curva de referexariatruida en un sistema de coordenadas a
partir de cantidades o concentraciones conocidamaesustancia que se toma como patron, estandar,
o testigo (eje x), versus un pardmetro mediblevgwéa en forma proporcional a esa concentracion,
por ejemplo: Absorbancia (eje ).

Dicha curva se utiliza para determinar la cantidaduna sustancia desconocida presente en
una muestra por interpolacion a partir del pardonetedido en la muestra. Por ejemplo, es posible
determinar la concentracion de proteinas en saluadartir de una curva graficada utilizando como
patrén, una solucién de concentracion conociddhierana bovina.

En muchas determinaciones se cumple una relaci6pomional entre la magnitud o
intensidad de color del producto de una reaccida gantidad del sustrato presente en la muestra,
segun ldey de Lambert-Beer.

Si se grafica el valor de Absorbancia medido conespectrofotometro en funcion de las
concentraciones crecientes de la sustancia pagr@btiene una recta que permite calcular luego la
concentracion de dicha sustancia en una mueseendeada.

Los azucares con propiedades reductoras son agjuglie presentan un grupo cetona o
aldehido libre, mediante el cual pueden reaccioediendo electrones a otros compuestos. Entre estos
azucares, conocidos en general como “azlcarestogdsi; se encuentran glucosa, maltosa, lactosa y
galactosa. Si se desea determinar la concentraedmUicar reductor en una muestra desconocida,
previamente se debe construir una curva de calibrgoara azlcares reductores utilizando como
patrén Glucosa en concentraciones conocidas y emtes. El método que emplearemos para
determinar azUcares reductores se denomina: métoldoimétrico de Nelson y SomogyEn el
trabajo practico (TP) “Estudio cinético de inveatade levadura” utilizaremos una curva de

calibracion.
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METODO COLORIMETRICO DE NELSON y SOMOGYI
Fundamento del método

Los azucares reductores cuando son calentadosesengia del reactivo cuprotartarico en
medio alcalino moderado, reducen el cobre del estédrico a cuproso, formandose,OuCuando el
CwO es tratado con acido arsenomolibdico, éste seeeg forma 6xidos de molibdeno de menor
valencia, color verde azulado, cuya intensidadd®m@ion es proporcional a la cantidad de azlcares

reductores presentes.

Procedimiento general

Sobre una alicuota de solucion de glucosa utéizatbmo patron (previamente
desproteinizadas y filtradas) adicionar el reactiuprotartarico, de alcalinidad moderada y mezclar
rotando suavemente. Calentar en bafio maria hievéimante 10 min. Enfriar bajo agua corriente sin
agitacion violenta para evitar la reoxidacion deb@ por el oxigeno del aire. En frio agregar el
reactivo arsenomolibdico. Leer en espectrofotometé@0 nm entre los 15 y 30 minutos después de
agregado el reactivo final.

Reactivos(Curva de calibracion)

Glucosa 0.003 M
NaOH 0.6 N
SQZn 0.6 N

La solucién de glucosa que se utiliza como pateincantidades conocidas y crecientes) para
realizar la curva de calibracion, es tratada cantag precipitantes de proteinas (NaOH y ZpSO
luego filtrada. Estos pasos se realizan para iglasacondiciones de reaccion con aquellas que se

utilizaran en el TP para la determinacion de livalad de invertasa.

Reactivo Cuprotartérico:

Solucion A:  Sulfato de cobre al 2 %
Sulfato de sodio anhidro al 12 %.
Solucién B: Carbonato de sodio anhidro a 3 %
Bicarbonato de sodio al 2%
Tartrato de sodio y potasio al 1.5 %
Sulfato de sodio anhidro al 12 %

En el momento de usar, mezclar 1 volumen de A gldmenes de B.
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Reactivo Arsenomolibdico:

Solucién A:

Molibdato de amonio. 25 g

Acido sulfarico conc. 21 ml
H,O destilada. 450 ml

Solucioén B:

Arseniato disodico, 36. 3 g
H.O destilada. 25 ml

Mezclar y mantener a 3T durante 24 h. Guardar en frasco color caramelo.

TECNICA

Preparar la siguiente serie de tubos y agregae&ugivos que se indican a continuacion:

Tubos N° 1 (Bco.) 2 3 4 5 6
NaOH 06 N (ml) 10 10 1,0 1,0 1,0 10
Glucosa (003 M (ml - 0,2 04 0,6 0,8 10
Zn SC40,6 N (ml) 10 10 10 10 10 1,0
H-O d. (ml 8,0 7,8 7,6 7,4 7,2 70

0

Mezclar bien y filtrar
Recibiendo en los tubos de filtrado (F), cuyo sdioia debe corresponder al nimero de tubg
ue proviene la mez(

» del

Tubos de filtrado

F-1

F-2

| F3

| F-4

| F5

| F6

Trasvasar a los tubos de colori

Tomar 0,5 ml de cada filtrado

metria correspoteliepara efectuar la reaccion de ¢

Tubos de colorimetria C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
Muestra (ml 0,t 0,c 0,f 0,t 0,t 0,c
Rvo. cuprotartéric 0,7t 0,7t 0,7t 0,7t 0,7t 0,7t
Mezclar suavemente
Colocar enbafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregar en ml:
Rvo. Arsenomolibdic 0,7 0,7t 0,7t 0,7 0,7 0,7¢
H.Od. 3,C 3,C 3,C 3,C 3,C 3,C

Mezclar enérgicamente
Leer Absorbanciaen espectrofotometroG20 nm. Utilizar comddlanco el tubo N° 1.

Esquema resumido de la técnica desde la operaeibirddo:

Tomar 0,5 ml de cada filtrado
Trasvasar a los tubos de colorimetria correspoteepara efectuar la reaccion de color:

0,75 ml ®\Cuprotartarico

8,0 ml HO d

41 10" -ENFRIAR + 0,75 ml Rvo. Arsenomolibdico
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RESULTADOS

Con los datos obtenidos se grafédzsorbanciaen relaciéon con laoncentracionde glucosa,
obteniéndose una recta que pasa por el origen.
Cuando por el efecto de la invertasa sobre sagasesproduce una cierta cantidad desconocida de
azucar reductor, ésta puede calcularse por medealeva de calibracion.

Teniendo en cuenta que las concentraciones fidalgtucosa son las siguientes:

Tubo N° 1 2 3 4 5 6
Glucosa umoles) 0 0,6 1,2 1,8 2,4 3,0
ABSORBANCIA 0 0,117 0,236 0,353 0,448 0,606

Graficamos las lecturas de densidades Opticas vesslospumoles de glucosa.

CURVA DE CALIBRACION

(Glucosa) y=0,1961x
R? = 0,9966

: /
0:4 A
i

0:1 /

Absorbancia

umoles Glucosa
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TRABAJO PRACTICO N° 1
ESTUDIO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
OBJETIVOS

Que el alumno sea capaz de:

» Determinar la actividad enzimatica de la invertasa.

» Comprender como influyen sobre la actividad enzicadias variaciones de pH y de la
temperatura.

« Utilizar la curva de calibracién para el calculordsultados de velocidad de reaccion.

« Realizar e interpretar las graficas de velocidadighen funcién del pH y en funcién de la

temperatura.

INTRODUCCION

La cantidad de una enzima en una disolucion datada o un extracto de tejido, puede
determinarse cuantitativamente en relacién al efeettalitico que produce. Para este objeto es
necesario saber:

1. La estequiometria global de la reaccion catalizada.

2. Si la enzima precisa de la adicion de cofactoadss tcomo los iones metalicos o coenzimas.

3. Su dependencia de las concentraciones de sustdetdos cofactores; es decir el valor de Km para
el sustrato y para el cofactor.

4. Su pH 6ptimo.

5. Una zona de temperatura en que sea estable y maestidad elevada.

6. Un procedimiento analitico sencillo para determiaagdesaparicion del sustrato o aparicién de los
productos.

La actividad de una enzima puede determinarseenddi la cantidad de producto formado, o
de sustrato consumido, en un tiempo dado, en uzalague contenga todos los factores requeridos
para la reaccion. A fin de que la determinaciorrggiaelacion con la cantidad de enzima presente, es
necesario medir la velocidad inicial, es decir,ellguobtenida cuando todavia la cantidad de sostrat
consumido es insignificante en relacion con el fotasente de la mezcla.

Para indicar la actividad de una preparacion ertim&e utilizan distintas expresiones. Un
modo habitual de indicar la actividad de una enzasarinidades Internacionales
Una Unidad de cualquierenzima es la cantidad que cataliza la transformacién mlemicromol

(1umol = 108 mol) de sustrato por minuto, bajo condicionesrdefis de pH y temperatura.

umol de Sustrato Transformado

Unidad de Enzima=
min.

Diversos factores modifican la actividad enzimatioa cuales deben ser tenidos en cuenta para

determinar la actividad de enzima presente en umestra. Ellos sonconcentracion de enzima,
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concentraciéon de sustrato, temperatura, pH, concerdcion de cofactores y presencia de

inhibidores.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE INVERTASA DE LEVADURA
INFLUENCIA DE pH Y CONCENTRACION DE SUSTRATO

Lainvertasaes una enzima que se clasifica en la clase 3sd@deolasas y dentro de éstas en la
subclase 3.2 de las glicosidasas, siendo espenéita ung3-fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26). El
sustrato principal de esta enzima es la sacargsecédido no reductor) y la reaccion que catalzlae

siguiente:

invertasa
Sacarosa + H,0 > Glucosa + Fructosa

La actividad de la enzima en estudio puede detamséenmidiendo la concentracion de los

productos de hidrolisis (azucares reductores) mésliel método colorimétrico de Nelson-Somogyi.

Obtencion de la Enzima

La invertasa de la levadura se obtiene por lisislar y suspension acuosa, quedando en
solucion. El extracto centrifugado se utiliza sidsnpurificacion. En un mortero se disgregan jubtos
g de levadura, 0.5 g de fosfato diaménico y 2 mtiotieeno, se mezclan bien homogeneizando la pasta
perfectamente. Se deja 15 minutos a temperaturgeataly se agregan, en pequefias porciones, 90 ml
de agua destilada a 86, procurando deshacer y suspender bien todo @rialaton el pilén. Dejar
luego en reposo durante 15 min., con agitacioniacals Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 15 min.

Decantar cuidadosamente el sobrenadante que comlientracto enzimatico.

Detenimiento de la actividad enzimatica: Desproteigado

Para detener la actividad enzimatica, una vez ddmg@l tiempo de reaccion, se separa la
enzima por precipitacién de todas las proteinasegptes en la muestra, utilizando reactivos denthsti
naturaleza.

En este caso la desproteinizacion se logra comgregado de NaOH y ZnSQel Zn(OH)
formado precipita y arrastra a la enzima. Estasstma® se filtran y sobre una alicuota del filtrado

realiza la reacciéon de color.

A) INFLUENCIA DE PH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
La actividad de la invertasa, como la de todastesmas, depende de la composicion iGnica
del medio y muy especialmente del pH. Se estudanréariacion de esa actividad en medios de

diferente pH.
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Se mantiene constante toda otra variable que dteatdividad enzimatica.

Reactivos:

« Buffer citrato pH =3,0- 4,5y 6,0.
» Citrato trisédico 0,1 M pH = 8,6

¢ Sacarosa
« NaOH
e 7Zn SO

05M
0,6 N
0,6 N

* Reactivo Cuprotartarico.

* Reactivo Arsenomolibdico.

Extracto enzimatico. El extracto es obtenido siguiendo la técnica raormente descripta, gebe

diluirse en una relaciéon 1/30.

TECNICA: Ordenar en gradillas diferentes las siguientdessde tubos:
Tubos de reaccic R-1 R-2 R-3 R-4
Tubos de D-1 D-2 D-3 D-4 D-5Bco.)
Desproteinizad
Tubos de filtrad F-1 F-2 F-3 F-4 F-5
Tubos de colorimetr C-1 C-2 C-3 C-14 C-5
Se aconseja trabajar en el orden que se indicatagacion:
a) Colocar en losubos de reacciérios siguientes reactivos:
Tubo N° R-1 R-2 R-3 R4
pH aproximado 3,0 4,5 6,0 8,6
Buffer citrato (ml 5,C 5,C 5,C -
Citrato trisédico (ml - - - 5,C
Sacarosa 0.5 M (n 2,C 2,C 2,C 2,C
H>O d. (nl) 2,C 2,C 2,C 2,C

Mezclar y dejar a temperatura ambiente

Adicionar a c/tubo con pipeta distinta.Dejando la pipeta en el tubo correspondiente

Enzima(1/30) (ml) | 1,0 |
Mezclar

Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva succiomayptiberando el contenido

1,C | 1,C | 1,C

Comenzar a contar el tiempo d@ minutos
Iniciar el protocolo de desproteinizado, en el tiempo geres

b) Colocar en lotubos de desproteinizaddos siguientes reactivos:

Tubos de desproteiniza

D-1

D-2

D-3

D-4

D-5 (Bco)

Na(OH 0,6 N (ml)

1.C

1.C

1.C

1,C

1,C

Al cabo del tiempo de reaccion (10, extraer 1 ml de mezcla de reaccién (con su
correspondiente pipeta) y dejarlo caer cerca deldale los tubos de desproteinizado D-1, [
D-3 y D-4 respectivamente, como se indica a coatitn:

D-2,

Mezcla reactiva (m | 1c¢c | 1c | 1c | 1c | No
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contient
ZnSC4 0,6 N (ml 1,C 1,C 1,C 1,C 1,C
Completar a volumen de 10 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0
ml con 0 d

Filtrar
Recibiendo en los tubos de filtrado (F), cuyo sdiui& debe corresponder al numero de tubg del
que proviene la mezcla.

Tubos de Filtrad | F1 | F2 | F3 | F4 | F5
Tomar 0,5 ml de cada filtrado
Trasvasar a los tubos de colorimetria correspotetiepara efectuar la reaccién de color

Tubos de colorimetr C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Filtrado (m) 0,5m 0,5m 0,5m 0,5m 0,5m
Rvo. cuprotartaric 0,75 m 0,75 m 0,75 m 0,75 m 0,75 m

Mezclar suavemente
Colocar enbafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregar:

Rvo. er'senomolibdic 0,75 m 0,75 m 0,75 m 0,75 ml 0,75 m
H-0 d. 3,0m 3,0m 3,0m 3,0m 3,0m
Mezclar

Leer Absorbanciaen fotocolorimetro con filtro 62 o en espectrofoédra a 620 nm
Utilizar como blanco el tubo N° 5.

RESULTADOS: Con los datos obtenidos completar el siguienterua

Tubo N¢ C-1 C-2 C-3 C-4
pH del medi 3,C 4.t 6,C 7,C
Absorbanci

pumoles de sacarosa
hidrolizada (s t
Velocidad inicial
(s h m'min?)

1. Graficar sacarosa hidrolizada en funcion del pH del medio.

2. Graficar velocidad inicial de reaccion en funcion del pH.

B) DEPENDENCIA DE LA VELOCIDAD DE REACCION ENZIMATICA CON LA
CONCENTRACION DE SUSTRATO

Determinacion de la constante de Michaelis - MentefkKm)

Para obtener Km se miden las velocidades de reacoid cantidades constantes de enzimay
concentraciones crecientes de sustrato, en un rhatfer acético - acetato de sodio a pH 4,77.
Reactivos

 Buffer acético - acetato pH 4,77

» Sacarosa 0,5 M

e Sacarosa 0,05 M
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* NaOH 0,6 N

*ZnS04 0,6 N

* Reactivo cuprotartarico

* Reactivo arsenomolibdico

» Extracto enzimatico

Actividades a desarrollar

Para la realizacion de la técnica, ordenar en ifpadas siguientes series de tubos:

Tubos de reaccic R-1 R-2 R-3 R-4 (Bco.)
Tubos de desproteiniza D-1 D-2 D-3 D-4
Tubos de filtrad F-1 F-2 F-3 F-4
Tubos decolorimetri: C-1 C-2 C-3 C-4

El extracto enzimatico a usar debe ser diluido .18 aconseja trabajar en el orden que se indica a
continuacion:

a) Colocar en lotubos de reaccioros siguientes reactivos

Tubo N R-1 R-2 R-3
Buffer C,AM, pH 477 (ml} 2,C 2,C 2,C
Sacarosa 5 M (ml) - - 2,C
Sacarosa 05 M (ml) 2,C 4,C --
H20 d. (m[ 5,C 3,C 5,C

Mezclar y dejar a temperatura ambiente.

Adicionar a c/tubo con pipeta distinta.Dejando la pipeta en el tubo correspondiente

| 1,C | 10 | 1,C

Mezclar

Enzima(1/30) (ml)

Limpiar la pipeta con la mezcla reactiva succiomayptiberando el contenit

Comenzar a contar el tiempo 8@ minutos
Iniciar el protocolo de desproteinizado, en el tiempo ¢geres

b) Colocar en lotubos de desproteinizaddos siguientes reactivos:

Tubos de desproteiniza

D-1

D-2

D-3

D-4(Bco)

Na(OH) (,6 N (ml)

1,C

1,C

1.C

1.C

Al cabo del tiempo de reaccion (10;)extraer 1 ml de mezcla de reaccién (con su
correspondiente pipeta) y dejarlo caer cerca deldale los tubos de desproteinizado D-1, D
D-3 respectivamente, como se indica a continuacion:

2y

Mezcla reactiva (m 1,C 1,C 1,C No contien
ZnSC4 0,6 N (ml 1,C 1,C 1,C 1,C
Completar a volumen de 10 7,0 7,0 7,0 7,0

ml con 0 d.
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que

Filtrar

Recibiendo en los tubos de filtrado (F), cuyo sdioie debe corresponder al nimero de tubo
proviene la mez(

del

Tubos de Filtrad

F-1

F2 |

F-3

F-4

Tomar 0,5 ml de cada filtrado

Trasvasar a los tubos de colorimetria correspotetiepara efectuar la reaccion de color.

Tubos de colorimetr C-1 C-2 C-3 C-4
Filtrado (ml 0,5m 0,5m 0,5m 0,5m
Rvo. Cuprotartaric 0,75 m 0,75 m 0,75 m 0,75 m
Mezclar suavemente
Colocar enbafio maria hirviente durante 10 min.
Enfriar con agua corriente y agregar:
Rvo. Arsenomolibdic 0,75 m 0,75 m 0,75m 0,75 m
H.O d 3,0m 3,0m 3,0m 3,0m
Mezclar

Leer Absorbanciaen fotocolorimetro con filtro 62 o en espectrofoédra a 620 nm
Utilizar como blanco el tubo N° 4.

RESULTADOS: Con los datos obtenidos completar el siguienterua

Tubo N

C-1

C-2

C-3

c-4

Concentracion de
sustrat

0,01 M

0,02 M

0,1M

0
(blanco

Absorbanci

Absorbancia
corregida

pmoles de
hidrolizada (s |

sacaro

Velocidad inicial
(s h mi*min?)

Formas gréaficas para determinar Km:

1. Graficar los valores de actividad enzimaticaW)funcion de la concentracion de sustrato ([S]).

Estimar el valor aproximado de Km a partir de l&fige.

2. Utilizando los valores reciprocos 1/V y 1/[ShZar una rectaegun la ecuacion de Lineweaver-

Burk.

3. Determinar el valor de Kien la recta anterior

-10C-



Guia de Trabajos Practicos de Quimica Biologica-2018 Licenciatura en Biotecnologia

TRABAJO PRACTICO N° 2
TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL.
FOSFORILACION OXIDATIVA

OBJETIVOS

« Describir el transporte de electrones a travéscdptares que experimentan cambios reversibles en
su estado redox.

» Comprender y explicar los mecanismos de transfaimade energia redox en energia quimica en
forma de ATP: fosforilacion oxidativa.

« Diferenciar la accion de inhibidores y desacopkstibre el transporte electrénico.

» Demostrar experimentalmente el transporte eleacodmitocondrial en una muestra de tejido
animal.

» Comprobar empiricamente la inhibicion competitiedaenzima succinato deshidrogenasa.

INTRODUCCION

En este trabajo de laboratorio se estudiara elidnamiento de la cadena respiratoria,
utilizando succinato como sustrato y azul de mmatileomo indicador. También en esta experiencia se
verificara el efecto inhibitorio del malonato solaecadena respiratoria.

Existen algunas sustancias organicas no fisiolégicano el azul de metileno, que pueden
intercalarse en la secuencia de reacciones de danaarespiratoria, aceptando los electrones
provenientes de la oxidacion del sustrato. Estatasoias son de enorme utilidad para estudiar la
organizacién de la cadena respiratoria.

El azul de metileno es una sustancia auto-oxidastelecir, puede ser oxidada directamente
por el oxigeno molecular adquiriendo un color aaténso. Al reducirse por captacion de hidrégeno,
el azul de metileno se decolora.

Aprovechando esta caracteristica del azul de metileuyo potencial de 6xido reduccién es
+ 0,01, puede estudiarse la oxidacién del acideisiom a fumarico (potencial redox = - 0,030),
reemplazando a la CoQ como aceptor de electroneslpazul de metileno. La velocidad de
decoloracion del azul de metileno proporciona undicacion de la actividad de la succinico
deshidrogenasa (que utiliza FAD como grupo prasiftgque cataliza la reaccidén. La accion de
inhibidores sobre esta enzima puede estudiarse avamo el tiempo de decoloracion del azul de

metileno con el tiempo de decoloracién normal, wseacia del inhibidor.

Preparacion del extracto enzimético
Se utiliza corazon fresco vacuno, el que se cartérazos pequefios, se pesan 16 gr y se
homogeneizan junto con 40 ml de buffer fosfato pdl &n una licuadora fria. Este preparad se

centrifuga durante 10 min a 4000 r.p.m. El sobrantelcontiene entre otras, las enzimas de la cadena
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de transporte electronico. ElI sobrenadante de Hriftggacion a bajas revoluciones se puede
centrifugar en ultracentrifuga durante 30 min. &Q@0 r.p.m. El precipitado se retoma con 5 ml de
buffer y se homogeneiza. Este homogenato, estgueaido en mitocondrias, y se puede utilizar
como extracto enziméatico).

En este trabajo practico, se demostrara el tratesgdectronico mitocondrial a través de la
captacién de hidrégenos por el azul de metilen® realizara la inhibicibn competitiva de la suctina
deshidrogenasa por malonato, cuya estructura mafees muy semejante a la del sustrato de la
enzima.

Reactivos:
e Succinato de sodio 0,1 M
e Azul de metileno 0,001 M (diluido 1/100)
« Buffer fosfato pH 7,4
* Malonato de sodio 0,05 M
e Vaselina liquida

Extracto enzimatico

Técnica:

TUBO 1 2 3 4 5
Succinato de sodio (ml) 09 | --—-- 09 | 09 0,9
Buffer pH 7,4 (ml) 1,0 1,0 1,0 |10 1,0
Malonato de sodio (ml) 02 |--—--
Agua destilada (ml) 2,1 2,0 09 | 11 1,1
Azul de metileno (ml) 0,5 05 |05 |05 0,5
Succinato deshidrogenasa 1,0 10 | 1,0 1,0
(extracto enzimatico)

*ANTES DE AGREGAR LA ENZIMA LEER LAS SIGUIENTES INSRUCCIONES
Tubo N° 2: agregar la cantidad de enzima que se indica. Mepadr inversion y colocar suavemente

1,0 ml de vaselina liquida. Tapar enseguida, cotapdn de goma y dejarlo en reposo. Proceder de la
misma forma con el resto de los tubos.

Tubo N° 5: agregar la cantidad de enzima que se indica. Mepdainversion.NO se le agrega

vaselina ni se lo tapaAl decolorarse el tubo N° 5, agitelo y observe.

Después de decolorarsetagho N° 4y habiéndose constatado la inhibicién etubb N° 3, agregar a

éste, 0,9 ml. de succinato de sodio para comptabahibicibn competitiva comalonato de sodio

Resultados

- Registre el tiempo que demora en decolorarse ébdazmetileno en cada tubo.
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- Teniendo en cuenta la decoloracion o no del azulmdéileno en cada uno de los tubos,

fundamente los resultados obtenidos.
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TRABAJO PRACTICO N° 3
METABOLISMO DE LOS HIDRATOS DE CARBONO:

Via Glicolitica. Demostracion de la fermentacion etevaduras

OBJETIVOS
Que el alumno pueda:
» Adquirir destreza en el manejo de pipetas autormtic
» Comprobar experimentalmente el mecanismo de adéptdel metabolismo de glucosa a las

condiciones ambientales.

INTRODUCCION

Las células animales, los microorganismos y lastatautilizan como principal fuente de
energia los hidratos de carbono. A partir de suadlegion obtienen energia en forma de ATP y otros
compuestos de alto contenido energético los cgalesitilizados en los procesos de biosintesis.

Los intermediarios metabdlicos obtenidos de la at#grion de la glucosa dependen de las
condiciones ambientales en que se encuentranlldas;ési la concentracion de oxigeno es suficiente
generalmente se degradan totalmente hastayG®0O. Por el contrario, cuando la concentracion de
oxigeno es escasa, la célula recurre a la ferméntak través de este proceso se obtienen difesente
tipos de intermediarios metabdlicos segun el tpaélula y de los sustratos disponibles: Por ejempl
una célula muscular y ciertos tipos de lactobaaclsnulan acido lactico, ciertas levadypasducen
alcohol, etc.

En la industria se aprovecha la capacidad de muchizsoorganismos de acumular
metabolitos que son de gran utilidad. Por ejemgtda fabricacion de pan y de vino se utilizan sepa

diferentes de la levadu&accharomyces cereviceae

piruvato descarboxilasa alcohol deshidrogenasa
(PP de Tiamina)
PIRUVATO — » ACETALDEHIDO = ETANOL
CO2 NADH + H* NAD"

EFECTO PASTEUR

Cultivando levaduras, Louis Pasteur observd queosisumo de glucosa en un medio
anaero@bico era considerablemente mayor que elwa@mkeren cultivos con abundante provision de
oxigeno. Esto se llamé “Efecto Pasteur”, el cualresnecanismo de adaptacion de las células, donde
la velocidad de utilizacion de glucosa es ajustaftes requerimientos metabdlicos de la misma.

El fundamento bioquimico del “Efecto Pasteur” esigliente:
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El rendimiento de ATP de la glucdlisis en condieisranaerdbicas es de 2 ATP, por molécula de
glucosa, que es mucho menor que el de la oxidamdmpleta de glucosa a @@n condiciones
aerobicas que corresponden a 36 0 38 ATP por maléeuglucosa. Para conseguir la misma cantidad
de ATP se ha de consumir 18 veces mas glucosangicmes anaerdébicas.

En el Trabajo practico se estudiara el “EfectotdRas comparando el consumo de glucosa
entre un cultivo de levadur& cereviceamantenidos en condiciones aerdbicas y otro eniciones

anaerobicas.

PARTE EXPERIMENTAL
Medio de cultivo: Extracto de Levadura 0,01 g; glucosa 1,00 g; N8O 0,1 g; KHPQ, 0,04 g;
MgCl»0,04 g.; FeS®0,01 g.; HO d c.s.p. 200 ml.; pH: 4,5-5,00.

Inocular con 10 ml de una suspension de levadiiaen 10 ml de ¥D) en erlenmeyers de
250 ml y 125 ml conteniendo 100 ml del medio detivmlcada uno. Incubar durante 24 h, el
erlenmeyer de 250 ml en condiciormsrébicas en agitador a 100 rpm, al erlenmeyer de 150 ml

agregar una capa de vaselina para crear condico

aesObicasy mantener en reposo.

DETERMINACIONES A REALIZAR
Para proceder a la determinacién de los metabaiogspondientes se tomard una alicuota de 5 ml.
de cultivo, si es necesario se hace una centrifbiggrevia para evitar interferencias por sustaneia

suspension.

a) DETERMINACION DE GLUCOSA :

Se determinard cuantitativamente al comenzar ynalifar la experiencia con el objeto de ver el

consumo de la glucosa por la célula microbiana.

Fundamento del métodoLa glucosa es oxidada enziméticamente por actgda glucosa oxidasa
(GOD) a &cido gluconico y 4. Este ultimo producto, en presencia de una peroxiROD) ocurre

la unioén oxidativa del fenol con 4-aminofenazoremdb lugar a la formaciéon de un cromoégeno rojo
(“quinonimina”), con un méaximo de absorbancia a 506. El mencionado fundamento puede

resumirse en las siguientes reacciones acopladas:

GOD L ..
Glucosa — Oy ——— Acido gluconico + H,0,

£
- POD L5
H,0, + 4-aminofenazona + fenol Quinonimina

La quinonimina es un compuesto de color rojo geretiun pico de absorbancia a 505 nm. La

intensidad de color es proporcional a la conceidtnage glucosa.
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Reactivos

Standard: solucién de glucosa 14/l

GOD/POD: solucién de glucosa oxidasa (1000U/1) ppielasa (120 U/I)
4-AF: solucién de 4-aminofenazona (25 mmol/l) effdatris.

Fenol: solucién de fenol (55 mmol/l)

TECNICA
Preparar 5 tubos de hemdlisis rotulados de laesig@iforma:

Tubo 1- Medio inicial; Tubo 2- Anaerdébico; TuboMerobico; Blanco y Testigo.

TUBOS BLANCO TESTIGO 1 2 3
inicial anaerobic| aerdbico
0
Muestra () - | - 10 () 10 10
Testigo {ul) 0 | - | e e
Rvo. de trabajo (ml) 1 1 1 1 1

Mezclar e incubar 10 min a 37 °C. Leer a 505nm.

(*) En el medio inicial, la concentracion de gluaas superior al rango lineal de la reaccion dercol
por ello es que se realiza una dilucion de la maesta mitad y se toman losl@le esta dilucion. En
el calculo final multiplicar por dos el resultadatenido para este tubo.

Calculos:

Determinar la concentracion de glucosa de cadartulastra de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Glucosa g/l Absorbancia de la muestra corregida x f f = 1,009/
Afstigo corregida

b)_.DETERMINACION DE ALCOHOL: METODO DE MICRODIFUSIO N

Fundamento: El etanol reacciona con una solucién de dicrontiopotasio en medio sulfarico

causando la oxidacion del alcohol a acido acétita neduccion del ion dicromato (color naranja) a

crémico (color azul).
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3 C,H;OH + _+8H,50, — 3CH,COOH +2 Cr,(50,), + 11 H,0+ 2 K,SO,
Etanol dicromato de K Ac. acético sulfato cromico
(naranja) (verdoso)

La determinacion por microdifusion se realiza eldaele Conway, que consta de una camara
central y una externa, ambas recubiertas por yec@amun.

Tapa

Camara externa

Céamara interna
Representacion esquematica de la celda de Conway
Reactivos:
* Solucion saturada de carbonato de potasio: Agtega®; a 9 ml de HO hasta saturacion.
» Dicromato de potasio en medio sulfariceGf0-, 0.9 g; HO d, 34,50 ml;
HSQO, 64,6 ml. llevar a 150 ml con.B d.
e Testigo de etanol absoluto (4 g/l): 0,05 ml de etan 10 ml de SF (0,9 % de NaCl)

TECNICA :
Segquir el protocolo, utilizando 3 celdas de Condidgrentes:
C1: Cultivo Aerdbico C2: Cultivo Anaerobico C3edtigo
Camara Reactivos (ml) Celda 1 Celda 2 Celda testigo
central | Solucion sulfarica &Cr.0O; (ml) 0,7 0,7 0,7
Solucién saturadaiaOs (ml) 0,5 0,5 0,5
externa Muestra (ml) 2,0 2,0 -

(sobrenadante de cultivo) (Aerdbico) | (Anaerdbico)

Solucion Testigo, etanol absoluto - - 2,0

(mi)

-Tapar perfectamente cada una de las celdas eaineakestufa a 37°C durante 15 min aprox.

Observar el cambio de color y justificar los resdids.
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Medio de cultivo
inicial

Sobrenadante de
cultivo en aerobiosis

Sobrenadante de
cultivo en
anaerobiosis

Concentracién de
Glucosa remanente

Presencia de Etanol
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TRABAJO PRACTICO N ° 4
DETERMINACION DE ACIDO CITRICO

OBJETIVOS
» Analizar el metabolismo de hidratos de carbonocloaile Krebs mediante la determinacién

del &cido citrico generado por un cultivoAtpergillus Niger.
« Demostrar la utilizacién de &cido citrico en laugtiia alimentaria, determinando su presencia

en distintos alimentos manufacturados.

INTRODUCCION

El citrato es una sustancia natural presente emtgd. Industrialmente es obtenido
principalmente a través de procesos que precisda idéervencion de microorganismos productores
de &cidos orgénicos dentro de los que se destasahoingos filamentosos, especialmente de los
génerosAspergillus Nigey Penicillium

Alrededor del 60 % del &cido citrico producido #kzado en la industria alimenticia, un
10 % en la industria farmacéutica y un 25 % emthustria quimica. En la industria alimentaria se
adiciona como conservantes y para realzar el s&bda industria quimica como agente anti-espuma,
como suavizante y para el tratamiento de textldemas por ser facilmente biodegradable también es
utilizado en detergentes para reemplazar a logoptdios, cuyo uso ha sido prohibido en muchos

lugares.

Procedimiento general y fundamento bioquimico de laroduccidn de acido citrico por la cepa de
A. nigerNRRL-1419

Para determinar la produccion de &cido citrico eftivo se utilizara la cepa mutante de
Aspergillus nigeNRRL -1419. Esta cepa es seleccionada especifitamen poseer la caracteristica
de producir la acumulacion de grandes cantidadegcidi® citrico, cuando es cultivada en un medio
con alto contenido de sacarosa.

El ciclo de Krebs cumple la funcién de generar gizeen forma de ATP o equivalentes de
reduccion, acoplandose a la fosforilacion oxidatiza condiciones ambientales que promueven el
desarrollo celular, el ciclo funciona es estad@ashario, es decir, que los intermediarios que lo
constituyen se mantienen en niveles bajos, sin alaadn de alguno de ellos en particular. Dicho
estado estacionario es conseguido mediante un#cégu precisa de las enzimas presentes en las
rutas metabdlicas que alimentan el ciclo (recolaawvias anaplerdticas). Asi, resulta evidentelgue
produccion de acido citrico por parte de un migganoismo requiere un funcionamiento defectuoso
del ciclo de Krebs, lo cual permite la acumuladi@neste producto y su liberacion al exterior celula
para ser recuperado en el medio de cultivo.

El catabolismo de hexosas, en condiciones aerdhicasre fundamentalmente mediante la

via glicolitica, con una pequefia contribucion deide las pentosas fosfato. Muchas de las cepas
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utilizadas en la industria, como el caso de la ¢&RRL-1419 deA. niger poseen mutaciones para los
genes que codifican las enzimas citrato sintasa ¢gumeran una variable enzimatica que posee una
actividad 7-10 veces mayor, comparada con la endienana cepa no productora de citrata)-y
cetoglutarato deshidrogenasa, la cual no se expEesaultimo, favorece el proceso de produccion de
acido citrico. Sin embargo, se debe considerartgmbién es necesario bloquear los equilibrios que
existen entre citrato e isocitrato, a través deacmitato. Para bloquear los mencionados equisibri

se reduce al minimo la actividad de la aconitasaliamte la ausencia de?Fen el cultivo.

Ante la ruptura del ciclo, se interrumpe la siisteiel resto de los intermediarios, los cuales
son repuestos por las reacciones anapleroticagsfas reacciones, la mas importante es la catalizad
por la piruvato carboxilasa.

El citrato asi acumulado, sale al citosol utilidarla lanzadera de citrato. Una vez en este
compartimento celular, el citrato produciria uniailircion de la fosfofructoquinasa, principal pudt®
regulacion de la via glicolitica. Por lo tanto, gasegurar un continuo catabolismo de hexosas, es
necesario insensibilizar a la fosfofructoquinasdadeccion moduladora del citrato. La sensibilidad
esta enzima al citrato, se anula en presencia de", Ndh concentraciones superiores a las
fisioldgicamente usuales. La alta concentraciéreste ion se consigue por ausencia dé*Mg el
medio de cultivo. Esta deficiencia, induce la Sistele una proteasa, que provoca un aumento en el

recambio de proteinas y una elevacion del nivélide en la célula.

Inoculacion de un medio de cultivo especifico colispergillus nigeMRRL-1419

En un erlenmeyer de 250ml, conteniendo 100 ml denedio especifico estéril (contiene
sacarosa como fuente de carbonos, extracto de uevaqgue aporta nitrégeno, vitaminas y
determinados minerales como MgK* y Cu?), se siembran 10 ml de un inéculo Alenigery se

coloca en condiciones aerobicas, a 100 rpm, a 2Rfr&hte 5 dias.

Obtencion de las muestras para la determinacion décido citrico

Se determinara la concentracion de acido citrical@n tipos de muestras diferentes: una
muestra de cultivo deA. niger (M1) y muestras provenientes de productos aliroersti
manufacturados (M2 y M3):
- Jugo de manzana (marca comercial). En estas Isebidecido citrico se utiliza como acidulante y
realzantedel sabor
- Vino blanco de mesa. En esta muestra no se engole® agregado especial en la industria
vitivinicola, es posible encontrarlo en los vinasmo un producto secundario a la fermentacion
alcohdlica y en muy baja concentracion.
Para la obtencion de M1 se tomara una alicuota dd 8e medio de cultivo dé&. Nigery se
centrifugara a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos. Atipalel sobrenadante de esta alicuota, se

determinaré la concentracién de acido citrico.
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En el caso de M2, la muestra de jugo de manzardadiktida 1:5 en agua destilada, previo a la
determinacion de acido citrico. Finalmente, unaiporde M3 serd utilizada sin diluir para determina

la concentracion de acido citrico.

METODO UV PARA LA DETERMINACION DE ACIDO CITRICO EN  ALIMENTOS Y
OTROS MATERIALES (Roche)

Fundamento
Este método se basa en la reaccién de conversidcid® citrico (citrato) en oxalacetato,

gracias a la reaccion catalizada por la enzimatoitiasa (CL).

Citrato L5 oxaloacetato + acetato

En presencia de la enzima L-malato deshidrogenasDH) y de L-lactado deshidrogenasa
(L-LDH), el oxalacetato y su producto de descaramion, piruvato, se reducen a L-malato y L-

lactato respectivamente, utilizando como coenzirA®N.
Oxaloacetato + NADH + H+ _L-MDH o |-malato + NAD+

Piruvato + NADH + H+ —__LLDHy | -lactato + NAD+

La cantidad de NADH oxidado en las reacciones mmes, es estequiométrico con la cantidad
de citrato presente en la muestra analizada. Rataag la cantidad de NADgenerado, se realiza la

determinacion de la absorbancia de esta coenzB384 am.

Reactivos:

Utilizaremos un equipo comercial para la determinacle acido citrico, el cual incluye tres
recipientes:
Recipiente 1. buffer glicil-glicina; pH 7,8; L-mata deshidrogenasa, aprox. 136 U; L-lactato
deshidrogenasa, aprox. 280 U; NADH.
Recipiente 2: 50 mg de citrato liasa liofilizadarax. 12 U.

Recipiente 3: Solucion estdndar de acido citriga pantrol del ensayo.
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Técnica

En tubos de ensayo rotulados realizar lo siguiente:

Blanco Muestra
Solucién 1 () 250 250
Muestra@) | - 50
Agua bidestiladay() 500 500

Mezclar. Esperar aproximadamente 5 minutos y keabkorbancia

(Absorbancia 1). Luego agregar:

Solucién 2 (i) 5 5

Mezclar. Esperar aproximadamente 5 minutos y keabkorbancia
(Absorbancia 2).

Célculo de resultados
Determinar la diferencia de absorbancias (Al-A2)apa blanco y las muestras mediante la

siguiente ecuacion:

&"ﬁ'l = El'ﬂ"1 - AZJH"IJEE'.FE - {"&11 - l'ﬂ"2:|blan-::::

Para calcular la concentracion de &cido citricocada una de las muestras ensayadas utilizar la

siguiente ecuacion general:

VxPM
c= x AA (g/l)
exdxvx1000

V = volumen final (ml) (0,755 ml)

v = volumen de muestra (ml) (0,05 ml)

PM = peso molecular de la sustancia a ensayar (g(fr8®2,21 g/mol)
d = paso de luz (cm) (1 cm)

¢ = coeficiente de extincién del NADH a 340nm: 8.8 thmof?* x cn?) (6,3 mmot x cnt?).
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TRABAJO PRACTICO LABORATORION °5
METABOLISMO DE LIPIDOS
SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

OBJETIVOS

e Conocer la técnica de cromatografia en capa finreoamétodo sencillo y reproducible para la
separacion de componentes lipidicos.
» Analizar la composicion lipidica de un extractoestitlo a partir de tejido de origen animal.

« Aplicar el método cromatogréfico a la identificatide los lipidos extraidos.

INTRODUCCION

Los lipidos comprenden una amplia variedad depc@stos quimicos, tales como grasas
neutras o triglicéridos, acidos grasos y sus ddosafosfolipidos, glucolipidos, esteroles y carote
A pesar de las diferencias estructurales, losdipjbseen en comun la propiedad de ser solubles en
solventes organicos como cloroformo, éter, alcoaodtona, etc., de alli que puedan extraerse de los
tejidos animales o vegetales por tratamiento ctose®lventes.

Los lipidos del organismo se hallan en un estaddndico produciéndose constantemente
variaciones en su composicion que van a dependienatabolismo celular. El higadmmple un rol
relevante en el metabolismo de los lipidos sierldargano fundamental para: 1. Oxidacion de los
lipidos; 2. Sintesis de &cidos grasos; 3. Bioggitde cuerpos cetonicos; 4. Metabolismo de las
lipoproteinas; 5. Sintesis del colesterol

El estudio de los lipidos es de interés biolégiebido a que los mismos cumplen funciones
variadas, entre las que podemos mencionar:

- Reserva energéticalos lipidos de depésito se encuentran principatenen el tejido adiposo y en

el que rodea a algunos oOrganos. Solo los triaciighles pueden ser almacenados en grandes
cantidades. Ademas, estos lipidos pueden actuao caistantes térmicos y servir de cubierta
protectora o sostén de 6rganos.

- Funcion estructural. Forman las bicapas lipidicas de las membranasjemplo: los fosfolipidos y
esfingolipidos.

- Funcién biocatalizadora En este papel los lipidos favorecen o facili@reacciones quimicas que
se producen en los seres vivos. Cumplen esta fuiesovitaminas lipidicas, las hormonas esteroideas
y las prostaglandinas.

- Funcion transportadora. La digestion de los lipidos es favorecida a niaétstinal, gracias a la
formacion de micelas en las que intervienen loda&cbiliares. Por otra parte, una vez que losdipid
de los alimentos son absorbidos en el tubo digedts lipoproteinas son estructuras que permiten e

transporte de los mismos en el torrente sanguitiafagico.
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La cromatografia es un método fisico de separacion que permiteatacterizacién de
mezclas complejas. Los diferentes tipos de cromafiggse basan en el principio de retencién
selectivo, cuyo objetivo es separar los distintimmmonentes de una mezcla, permitiendo identificar y
determinar las cantidades de dichos componeniasiagra la utilizacién de sustancias “patrones”.

Entre los diferentes tipos de cromatografias, p@ademencionar la cromatografia plana, en la
cual la fase estacionaria se sitla sobre una gl 0 un papel. Las principales técnicas de
cromatografia plana incluyen:

- Cromatografia en papel y cromatografia en caya fi

- Cromatografia en columna. La fase estacionarisitéa dentro de una columna, y de acuerdo al
fluido utilizado como fase mavil se distinguen tarnatografia de liquidos, la cromatografia de gases
y la cromatografia de fluidos supercriticos.

La cromatografia en capa fina(TLC del inglésthin layer chromatographyse fundamenta
en el reparto de cada compuesto entre una fasd ynamia fase estacionaria. El reparto se produce
sobre la fase estacionaria, que tiende a retermngbuesto por adsorcidén. La fase movil discurre a
través de la fase estacionaria y tiende a arrlst(desorcion). Los componentes de la mezcla se
separan porque responden de forma distinta a &agas de adsorcién/desorcion. En la TLC la fase
estacionaria utilizada frecuentemente es silica yg¢h fase movil una mezcla de disolventes
(eluyente). Cada compuesto migra a una distancégtestistica en funcion de su polaridad que le hace
identificable al compararlo con patrones. Los pasoque mas cominmente se suelen utilizar para
analizar lipidos son: 1) fosfatidilcolina (PL), 2plesterol (CL), 3) trioleina (TG); y 4) oleato de
colesterol (CE).

En la actualidad, la cromatografia ha alcanzadaoit@l de fineza y especializacion que cada
uno de sus tipos constituyen herramientas impreixes en las areas de la ciencia y la tecnol@gia,

la industria quimica, farmacéutica, cosmética,sndos ambientales, en la clinica, en alimentas, e

DETERMINACION DE LA COMPOSICION LIPIDICA EN HIGADO
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
En el presente trabajo practico de laboratoridzaamos la técnica de cromatografia en capa
delgada para determinar la composicion lipidicaidléejido animal, utilizando mezclas de solventes
organicos apolares (cloroformo, benceno u otrosjey mayor polaridad (metanol, etanol) que

solubilizan los lipidos presentes y permite aiskdel resto de los componentes tisulares.

PROCEDIMIENTO
- Muestra: extracto lipidico de higado de rata. Para obtestr extracto, obtendremos tejido
hepatico a partir del animal, pesaremos 0,2 g jiothepatico y lo colocaremos en pequefios trozos

en un tubo cénico de 50 ml.
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Agregaremos la mezcla de extraccion de lipidosrdfdomo: metanol; 2:1. 20 ml de mezcla/lg de
tejido). Mezclar enérgicamente el tubo (con vértgxiaparlo con papel film y papel metalizado.
Conservar a 4°C por un periodo no menor a 24 htriiggar la mezcla a 3000 rpm, durante 10
minutos. Colocar el extracto lipidico resultantebfgnadante) en un vial de vidrio previamente tarad
y limpio y llevar a secar bajo corriente de NitrdgePor diferencia de pesada se obtienen los mg de

lipidos en peso seco.

Cromatografia en Capa Fina

* Reactivos:
- Solvente de corrida: n-hexano------------- 80 ml
Eter etilieg-------- 20 ml
Ac. Acétice-------- 1ml

Placa de silica gel G, de 20 x 20 cm y 0,5 mm gess.

Testigos: Trioleina (TG) 3mg/ml disuelta en clorofio
Colesterol
- yodo metalico.
* Muestra a sembrar:

El extracto seco obtenido del paso anterior, wan& en 70Qul de hexano.

» Procedimiento cromatografico:
a) Activacion, siembra y corrida
- Activacion de la placa de silica gel:colocar la placa en estufa a 100°C durante 1 aatejar
enfriar antes de sembrar la muestra.
- Siembra: aplicar la muestra (20@) en la linea de siembra (a 2 cm del borde infede la placa
de silica gel G activada. En paralelo sembrardeigos correspondientes: glde trioleina y 50
ul del testigo de colesterol
Nota: La muestra se siembra por duplicado en batwldss cm aproximadamente.
- Corrida: colocar la placa en la cuba previamente saturadaksalvente de corrida. Retirar la
placa de la cuba una vez que el frente del solvemtencuentre proximo a 3cm del borde superior.

Tiempo de corrida aproximado: 20 min. (Ver figuyalejar secar la placa a temperatura ambiente.
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/ tapa

¥ cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

. puntos de aplicacién
ce las muestras

— fase movil {disalvente)
[ ]

Figura 1. Cuba para cromatografia en capa fina

b) Revelado

Evaporado por completo el solvente de la placehdasias se revelan con yodo.
Procedimiento:

- Colocar la placa, lo més vertical posible, en laacde revelado.

- Calentar en un recipiente granas de yodo metafistaia emision de vapores violetas.
- Ubicar rapidamente el recipiente en un costada delba, sin tocar la placa.

- Tapar la cuba.

Al momento de observar las bandas coloreadas $geieena 2):

- Retirar la placa de la cuba

- Delimitar las bandas con la punta de una agpantas plasticas (tips).

- Raspar cuidadosamente las bandas delimitadad@lecoloracion desaparezca por completo.

- Recolectar en tubos adecuados la silice del daspara posteriores determinaciones colorimétricas.
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1 ——>Frente de corrida

——1 5 Colesterol esterificado

—— s Triacilglicéridos

—— 5 Colesterol libre

> Fosfolipidos

M1 M2 Testigo  Testigo | = |inea de siembra

colesterol Trioleina

Esquema 2. Bandas obtenidas después de la tincion con vapores de yodo

jAtencion!
Por manipulacion de solventes organicos y emise@mapores se debe trabajar bajo campana, utilizar

mascara adecuada y guantes.
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